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INTRODUCTION

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé composé d’une fraction organique et
d’une fraction minérale qui lui conférent ses propriétés de rigidité et d’¢lasticité. Il s’agit d’un
tissu de soutien servant de point d’ancrage au systéme musculaire squelettique et de
protection pour un certain nombre d’organes (cerveau, cceur, poumons...). Ce tissu possede
¢galement un réle métabolique important puisqu’il représente la principale réserve d’ions
minéraux (calcium, phosphate, magnésium...) de I’organisme.

La fraction organique du tissu osseux est constituée de cellules spécialisées, d’une
matrice extracellulaire contenant une substance fondamentale glycoprotéique (protéoglycanes,
ostéocalcine, facteurs de croissance...) et de fibres de collagéne principalement du collagéne
de type L. La fraction minérale est, quant a elle, composée de calcium et de phosphate sous la
forme de cristaux d’hydroxyapatite.

Le tissu osseux est en perpétuel remaniement, il passe par des phases dynamiques de
formation et de résorption afin de maintenir I’homéostasie phosphocalcique et de s’adapter
aux contraintes mécaniques. Ce processus physiologique qui permet le renouvellement du
tissu osseux correspond au remodelage osseux et fait intervenir principalement deux types de
cellules : les ostéoblastes responsables de la formation de la matrice qui se minéralise
(apposition osseuse) et les ostéoclastes responsables de la résorption de cette matrice

minéralisée.
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INTRODUCTION

. L’OSTEOCLASTE

Les ostéoclastes sont les seules cellules de 1’organisme capables de résorber 1’os. Ils
jouent non seulement un rdle critique dans le développement et le maintien du squelette, mais
ils sont également impliqués dans de nombreuses pathologies osseuses telles que

’ostéoporose, les ostéolyses tumorales...

I.1. Cytologie

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées contenant le plus souvent de
10 a 20 noyaux (figure 1). Ces cellules sont visibles au fond des lacunes de résorption
appelées lacunes de Howship, au contact de la matrice osseuse calcifié¢e. Une des
caractéristiques propres a l’ostéoclaste actif est sa bordure en brosse constituée d’une
succession d’expansions et d’invaginations de la membrane cytoplasmique apicale adjacente a
la surface osseuse (Suda et al, 1992) (figure 2). Ce domaine membranaire spécifique est formé
par la fusion de vésicules intracellulaires acides avec la région de la membrane plasmique qui
fait face a la surface calcifiée.

Lorsque les ostéoclastes sont actifs et forment cette bordure en brosse, une zone
spécialisée dénommée zone claire est observée. Cette zone, dépourvue d’organites
intracellulaires et riche en filaments d’actine, correspond a une région ou la membrane
plasmique est en contact avec 1’os délimitant ainsi un compartiment clos entre la bordure en
brosse et la surface osseuse. Le processus de résorption est réalis€ dans ce compartiment

appelé chambre de résorption (Holtrop et al, 1977).
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Figure 1 : Ostéoclastes observés en microscopie optique a contraste de phase.
(A) Ostéoclaste purifi¢ de lapin (grossissement original : x200).

(B) Ostéoclastes obtenus par différenciation de cellules RAW 264.7 en présence de RANKL ;
coloration au May-Griinwald-Giemsa (grossissement original : x100).
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Figure 2 : Schéma d’un ostéoclaste actif (d’aprés Rousselle et Heymann, 2002).
L’ostéoclaste actif, adhérant a la matrice osseuse, libére dans la chambre de résorption des protons ainsi que des enzymes protéolytiques qui vont
permettre la solubilisation de la fraction minérale et la digestion de la matrice organique.
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Un grand nombre de lysosomes, de mitochondries, de granules denses et un ou plusieurs
appareils de Golgi périnucléaires, sont les principales caractéristiques cytologiques
ultrastructurales de 1’ostéoclaste. Ils expriment également de nombreux récepteurs a la
calcitonine (inhibiteur de la résorption) ainsi qu’a la vitronectine (role dans I’adhésion de
I’ostéoclaste a son support) et possédent une importante activit¢ TRAP (Phosphatase Acide

Résistante au Tartrate).

1.2. Origine et différenciation

Les ostéoclastes se différencient a partir de cellules hématopoiétiques (Hattersley et al,
1989 ; Suda et al, 1992). Cette différenciation comporte plusieurs étapes qui sont illustrées
dans la figure 3. Les cellules souches hématopoiétiques donnent naissance aux cellules
mononucléées circulantes appelées CFU-GM (Colony Forming Unit Granulocyte-
Macrophage). Le M-CSF (Macrophage-monocyte Colony Stimulating Factor) stimule la
prolifération de ces CFU-GM afin de maintenir un pool de cellules mononucléées appartenant
a la lignée monocyte/macrophage, ces cellules étant considérées comme les précurseurs des
ostéoclastes et caractérisées par I’absence de deux marqueurs ostéoclastiques, TRAP et le
récepteur a la calcitonine (CTR).

Les précurseurs mononucléés sont ensuite attirés vers un site de résorption, par
chimiotactisme [intervention notamment des molécules SDF-1 (Stromal cell-Derived
Factor-1), MIP-lalpha (Macrophage Inflammatory Protein-lalpha) et RANTES (Regulated
on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted)] (Yu et al, 2003 et 2004), puis se fixent
a la matrice osseuse pour se différencier, sous I’action de M-CSF et RANK-L (Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand), en ostéoclastes mononucléés exprimant le
CTR et TRAP. Ces cellules, toujours sous ’effet de M-CSF et RANK-L, fusionnent pour

former des cellules multinucléées qui ne sont pas encore actives et ne développent pas de
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Figure 3 : Voie de différenciation des ostéoclastes (d’aprés Feng, 2005).
CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques ; CFU-GM : Colony Forming Unit Granulocyte-Macrophage ; M-CSF : Macrophage-monocyte

Colony Stimulating Factor ; TRAP : Tartrate Resistant Acide Phosphatase ; CTR : récepteur a la calcitonine ; RANK-L : Receptor Activator of
Nuclear Factor Kappa-B Ligand.
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bordure en brosse. L’activation des ostéoclastes est due a RANK-L qui va stimuler la

formation de la bordure en brosse (Lacey et al, 1998 ; Suda et al, 1999).

Certaines molécules peuvent également induire la différenciation ostéoclastique et ce
de maniere indépendante de RANK-L, c’est le cas du TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha).
En effet, cette molécule peut, en présence de M-CSF, stimuler la formation d’ostéoclastes via
un mécanisme impliquant les deux récepteurs spécifiques du TNF, TNFR1 et TNFR2, mais
ne faisant pas intervenir RANK-L (Azuma et al, 2000 ; Kobayashi et al, 2000). Les
ostéoclastes ainsi formés sont capables de résorber 1’0s et ce en présence d’interleukine-1
(ILT). L’IL-1 peut elle aussi avoir un réle indépendant de RANK-L dans I’ostéoclastogenése
en induisant directement la multinucléation de pré-ostéoclastes via son récepteur spécifique
IL-1R1 (Jimi et al, 1999). Enfin, I'IL-6 et ’IL-11 peuvent, en présence de M-CSF, stimuler la
formation d’ostéoclastes a partir de monocytes CDI14" du sang périphérique et ce

indépendamment de RANK-L (Kudo et al, 2003).

1.3. ROle des ostéoblastes dans I’ostéoclastogenése et dans l’initiation de la

résorption

En 1981, Rodan et Martin ont émis I’hypothese selon laquelle la régulation de la
résorption osseuse par les hormones ostéotropiques serait médiée par les ostéoblastes. Ils se
basaient sur le fait que les ostéoclastes ne semblaient pas avoir de récepteurs a la PTH
(hormone parathyroidienne), a la calcitonine, ni aux autres hormones ostéotropiques alors que
les ostéoblastes possédaient de tels récepteurs. Cette hypothése a cependant été récemment
invalidée puisqu’il a ét¢ démontré que les ostéoclastes expriment un récepteur a la PTH
(Dempster et al, 2005). Des expériences de co-culture de cellules stromales/ostéoblastes et de

cellules spléniques/cellules de moelle osseuse ont par ailleurs permis de mettre en évidence
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que les ostéoblastes sont nécessaires au développement des ostéoclastes et que les contacts
cellule-cellule sont indispensables a leur différenciation et activation (Chambers, 1988 ;
Takahashi et al, 1988). Ceci est dii au fait que les ostéoblastes produisent deux facteurs
nécessaires et suffisants pour 1’ostéoclastogenese : M-CSF et RANK-L (Yasuda et al, 1998 ;
Lacey et al, 1998). Ce contact cellule-cellule est ¢galement trés important pour la fonction des
ostéoclastes matures. En effet, si les cellules ostéoblastiques et les ostéoclastes sont cultivés
dans des chambres de culture séparées par une membrane, et que les contacts entre ces
cellules sont ainsi bloqués, la formation des lacunes de résorption par les ostéoclastes est
fortement diminuée (Jimi et al, 1996).

Les ostéoblastes/cellules stromales sont les cellules cibles des hormones
ostéotropiques et cytokines [PTH, vitamine D3 (1 alpha, 25(OH),-D3), IL-1, IL-6, ...], et
contrdlent les processus de différenciation/activation ostéoclastiques (Collin et al, 1992 ; Suda
et al, 1995). Lorsque des cellules spléniques de souris déficientes en récepteurs a la PTH ou a
la vitamine D3 sont co-cultivées, respectivement en présence de PTH ou de vitamine D3, avec
des ostéoblastes normaux, un grand nombre d’ostéoclastes est observé (Liu et al, 1998 ;
Takeda et al, 1999). Ces expériences de co-culture démontrent donc clairement I’effet indirect
des hormones via les ostéoblastes. Ces hormones agissent sur les ostéoblastes en induisant
I’expression de RANK-L (Horwood et al, 1998) qui va alors interagir avec son récepteur
RANK présent a la surface des précurseurs et des ostéoclastes matures et ainsi stimuler la
différenciation et ’activation des ostéoclastes (Nakagawa et al, 1998 ; Hsu et al, 1999). Les
ostéoblastes jouent donc un rdéle fondamental dans le recrutement et 1’activité de résorption

des ostéoclastes.
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1.4. Fonction : la résorption osseuse

La fonction essentielle des ostéoclastes est la résorption osseuse. Durant la premicre
phase de ce processus une réorganisation du cytosquelette des ostéoclastes est observée : les
microfilaments d’actine, de vinculine et de taline s’organisent en anneaux ce qui est
indispensable a la formation de la zone claire (Lakkakorpi et Vaananen, 1996). L’activité de
résorption dépend alors de la capacité des ostéoclastes a générer, dans la chambre de
résorption et grice a une pompe a protons, un microenvironnement acide nécessaire a la
solubilisation de la fraction minérale (figure 2). La digestion de la trame organique s’effectue
ensuite sous 1’action des enzymes protéolytiques contenues dans les lysosomes.

L’activité de résorption de la matrice osseuse organique par les ostéoclastes fait
intervenir des protéinases. Parmi celles-ci, les Matrix Metallo-Proteinases 2 et 9 (MMP2 et
MMP9) et la cystéine protéinase cathepsine K sont les plus impliquées (Delaisse et al, 2000 ;
Blair et al, 2000). En effet, chargées de dégrader la matrice osseuse organique composée a
plus de 90 % de collagene de type I, elles représentent les protéinases clés du remodelage
0SSeux.

La MMP9 est connue pour étre la gélatinase la plus abondamment exprimée par
I’ostéoclaste mais les résultats divergent quant a son implication directe dans le processus de
résorption osseuse (Delaisse et al, 2000). Cependant des études réalisées sur des souris
déficientes en MMP9 ou en présence d’inhibiteurs des MMP ont montré que, dans ces
conditions, les ostéoclastes sont incapables d’envahir le cceur de la diaphyse suggérant
I’implication de la MMP9 dans la migration ostéoclastique (Blavier et al, 1995 ; Engsig et al,
2000).

La cathepsine K, synthétisée par les ostéoclastes, est une cystéine protéinase critique
pour la solubilisation de la matrice osseuse au sein de la chambre de résorption (Drake et al,

1996). Son implication directe a été mise en évidence par des variations de son niveau
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d’expression qui peuvent étre associées a différentes pathologies dont la pycnodysostose
(défaut d’expression conduisant a 1’ostéopétrose) (Motyckova et al, 2001) ou au contraire la
maladie de Gaucher, dans laquelle une surexpression de la cathepsine K est liée a I’apparition
de lésions ostéolytiques (Moran et al, 2000). En outre, des ostéopétroses séveres sont
observées dans des modéeles animaux invalidés pour le géne de cette enzyme (Saftig et al,
1998).

L’équipe d’Everts a montré que les inhibiteurs des MMP semblent agir apres ceux des
cystéines protéinases suggérant une action séquentielle de ces enzymes (Everts et al, 1998).
Les cystéines protéinases sont plus efficaces que les MMP vis-a-vis de la dégradation des
protéoglycanes qui précéde la digestion des composants collagéniques, elles sont donc
nécessaires a 1’attaque initiale de la matrice. Cette activité enzymatique séquentielle semble
coincider avec le pH dans la lacune de résorption : durant la phase initiale, 1’environnement
acide permet aux cystéines protéinases d’étre actives (pH optimal autour de 5), puis, lorsque
le pH est augmenté par un fort taux d’ions phosphate et calcium, les MMP peuvent étre
activées (pH optimal entre 6 et 7) et ainsi digérer la matrice organique restante.

L’activit¢ de ces protéases est contrebalancée par la présence, au sein de
I’environnement osseux, de leurs inhibiteurs naturels. En effet, I’activité des MMP est inhibée
par les Tissue Inhibitors of Matrix Metallo-Proteinase (TIMP), synthétisés par de nombreuses
cellules dont les ostéoblastes et les ostéoclastes (Hill et al, 1994 ; Rifas et al, 1994). La
cathepsine K est quant a elle inhibée par la cystatine C qui est une protéine ubiquitaire

présente en particulier dans les ostéoblastes (Lerner et al, 1997 ; Yamaza et al, 2001).
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Il. LE REMODELAGE OSSEUX

Le remodelage osseux est un processus complexe qui fait intervenir deux activités
opposées mais complémentaires, conduisant au maintien de la masse osseuse : la formation du
tissu osseux par les ostéoblastes et sa destruction par les ostéoclastes. C’est ainsi que le tissu
osseux peut remplir son role métabolique (libération de sels minéraux lors de la résorption) et
son réle de soutien (adaptations architecturales aux changements de conditions mécaniques).

Le signal qui déclenche le remodelage osseux peut étre de nature mécanique
(altération de DI’architecture locale de 1’os : fracture, prise de poids...) (Turner et Pavalko,
1998) ou hormonale comme c’est le cas dans 1’ostéoporose ou une diminution du taux
d’estrogene entraine une augmentation du nombre et de ’activité des ostéoclastes (Pacifici,
1998). Le remodelage en lui-méme présente une succession de quatre phases parfaitement
définies : activation, résorption, inversion et formation (Hill, 1998) (figure 4).

A I’état quiescent la surface de la matrice extracellulaire de 1’os est recouverte par une
bordure d’ostéoblastes (cellules bordantes), qui empéchent 1’accés de la matrice aux
ostéoclastes. Ces cellules bordantes ont une activité métabolique tres réduite, mais peuvent se
multiplier ou se différencier a nouveau en ostéoblastes fonctionnels sous l’influence de
stimuli mécaniques ou moléculaires. Lors de la phase d’activation, sous 1’action des facteurs
ostéorésorbants (PTH, vitamine D3, prostaglandine E2,...), les ostéoblastes se rétractent et
laissent la place aux précurseurs mononucléés des ostéoclastes, ou pré-ostéoclastes, qui
peuvent adhérer a la matrice. Des travaux récents ont également montré que les ostéoclastes
matures sont capables de migrer au travers de couches de cellules incluant des lignées de
pré-ostéoblastes, de cellules endothéliales ou d’adipocytes (Saltel et al, 2005). Cette
transmigration n’a pas encore été observée in vivo mais elle pourrait constituer, dans le cadre
du remodelage osseux, un mécanisme utilisé par les pré-ostéoclastes pour atteindre la surface

osseuse. Les ostéoblastes situés a proximité des pré-ostéoclastes vont alors favoriser leur
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différenciation en ostéoclastes matures via la production de différentes cytokines dont
RANK-L qui va interagir avec son récepteur RANK présent a la surface des pré-ostéoclastes.

Débute alors la phase de résorption. Les pré-ostéoclastes adhérent a la surface osseuse
au niveau de la zone claire puis il y a formation d’une zone de scellement conduisant a la
polarisation de la cellule et a la formation de la bordure en brosse. Cette adhérence est assurée
par I’interaction entre la matrice organique (notamment la vitronectine) et les intégrines de la
membrane ostéoclastique (anf; et avPs). Ces intégrines sont elles-mémes associées au
cytosquelette de 1’ostéoclaste (Lakkakorpi et al, 1993). La zone claire délimite ainsi la
chambre de résorption dont le pH acide est favorable a la dissolution de la phase minérale de
I’0s. La matrice organique est ensuite détruite par les enzymes protéolytiques lysosomales
déversées dans la chambre de résorption.

Lorsque la profondeur maximale d’érosion est atteinte, la phase d’inversion peut
commencer. Les ostéoclastes se détachent de la surface osseuse et meurent par apoptose
vraisemblablement médiée par le systeme Fas/Fas ligand (Wu et al, 2003). Ces ostéoclastes
sont alors remplacés par des cellules mononucléées de type macrophagique qui vont éliminer
les derniers résidus de matrice présents dans le fond de la lacune.

L’ultime phase de ce cycle est la phase de formation osseuse. Elle est caractérisée par
le recrutement des ostéoblastes au fond de la lacune de résorption qu’ils comblent en apposant
une nouvelle matrice collagénique non minéralisée (ou ostéoide) qui sera secondairement

minéralisée.

25



INTRODUCTION

1. LA TRIADE OPG / RANK-L /RANK

Le systeme de régulation du remodelage osseux a été trés étudi¢, notamment les
interactions existant entre les cellules impliquées et les différents facteurs environnementaux,
ceci afin de mieux comprendre les perturbations pouvant conduire aux situations
pathologiques. La découverte récente, en 1997, de 1’ostéoprotégérine (OPG) et I’identification
consécutive de son ligand RANK-L (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand)
et de RANK ont révolutionné les connaissances sur les mécanismes moléculaires de
régulation du remodelage osseux. Cette triade moléculaire OPG / RANK-L / RANK participe
activement a 1’équilibre entre apposition et résorption en étant ’effecteur final des différents
paramétres (cellulaires, hormonaux, moléculaires et mécaniques) qui agissent sur le tissu

osseux (figure 5).

111.1. Ostéoprotégérine (OPG)

111.1.1 Structure

L’OPG encore appelée Osteoclastogenesis Inhibitory Factor (OCIF), Follicular
Dendritic Cell Receptor 1 (FDCR-1), TNF Receptor related molecule 1 (TR1) ou, selon la
nomenclature officielle, TNFRSF11B, a été identifiée comme un nouveau membre de la
superfamille des récepteurs au TNF (Simonet et al, 1997 ; Yasuda et al, 1998b). L’OPG est
synthétisée sous la forme d’un propeptide de 401 acides aminés dont le peptide signal est
clivé générant une protéine de 380 acides aminés. L’OPG ne possédant pas de domaine
cytoplasmique ni transmembranaire, est sécrétée sous forme de protéine soluble. Sa partie
N-terminale posséde 4 motifs riches en cystéine impliqués dans [D’inhibition de

’ostéoclastogenese. Son extrémité C-terminale contient quant a elle deux « death domain
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RANK-L : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B ; m : membranaire ; s : soluble ;

OPG : ostéoprotégérine ; TACE-like : TNF alpha Converting Enzyme-like.
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homologous », dont la fonction est actuellement inconnue, et un domaine avec un site de
liaison & 1’héparine (figure 6). En C-terminal se trouve également un résidu cystéine (Cys*)
nécessaire a son homodimérisation. L’OPG est synthétisée sous forme de monomere de 55
kDa qui se dimérise par des ponts disulfures pour étre sécrétée principalement comme

glycoprotéine homodimérique de 110 kDa avec 4 a 5 sites potentiels de N-glycosylation

(Hofbauer et al, 2000).

111.1.2 Expression

L’OPG est une molécule ubiquitaire dont I’ARNm est détecté dans le tissu osseux, la
peau, le foie, les poumons, le cceur, les reins, le placenta, les glandes mammaires et le cerveau
(Simonet et al, 1998 ; Yasuda et al, 1998b). Elle est exprimée de fagon prédominante par les
cellules stromales de la moelle osseuse, mais son expression par les lymphocytes B et les
cellules dendritiques peut également étre induite par le CD40 (Yun et al, 1998). Enfin, les
cellules endothéliales, les fibroblastes, les monocytes, les ostéoblastes humains en culture
primaire et les lignées ostéosarcomateuses telles MG-63 et SaOS2 expriment fortement

I’OPG (Hofbauer et al, 2000).

111.1.3. Régulation

La production de I’OPG est modulée par un trés grand nombre de facteurs (tableau 1).
Parmi eux, on peut citer I’effet stimulateur de la vitamine D3, des estrogenes, du TNFa, du
TGFP (Transforming Growth Factor PB) et de I’interleukine-1 (IL-1) (Hofbauer et al, 1998 ;
Saika et al, 2001 ; Thirunavukkarasu et al, 2001). La PTH et la prostaglandine E2 ont, au

contraire, un effet inhibiteur sur 1’expression de I’OPG (Gao et al, 1998 ; Lee et al, 1999 ;
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Brandstrom et al, 2001). Les glucocorticoides diminuent également 1’expression d’OPG et
sont de ce fait responsables de 1’apparition d’ostéoporose chez les patients traités a long terme

avec ces molécules (Hofbauer et al, 1999).

111.1.4. Effets biologiques

Afin d’étudier les fonctions de I’OPG, des souris transgéniques surexprimant ’OPG
ont été générées. Ces souris présentent une sévere ostéopétrose accompagnée d’une
splénomégalie due a une hématopoi¢se compensatoire extramédullaire et a un défaut de
développement thymique. Une augmentation de I’os trabéculaire minéralisé associée a une
diminution du nombre d’ostéoclastes est également observée (Simonet et al, 1997).

Au contraire, les souris invalidées pour I’OPG présentent une ostéoporose et une
diminution de la densit¢é minérale osseuse accompagnée de multiples fractures et d’une
stimulation du renouvellement osseux (Bucay et al, 1998). Ces phénomenes sont réversibles
par I’injection intraveineuse d’OPG recombinante (Min et al, 2000). La présence d’OPG est
donc absolument indispensable au maintien de la masse osseuse. Ces souris possedent
¢galement des calcifications de 1’aorte et des artéres rénales. Des travaux trés récents ont en
effet mis en évidence le role préventif de I’OPG dans la calcification artérielle ainsi que sa
présence, associée au facteur de von Willebrand, dans les corps de Weibel-Palade des cellules
endothéliales (Zannettino et al, 2005).

In vitro, de nombreuses études ont montré que 1’OPG inhibe les stades terminaux de la
différenciation des précurseurs ostéoclastiques, supprime 1’activation des ostéoclastes matures
et induit indirectement leur apoptose (Simonet et al, 1997 ; Yasuda et al, 1998b ; Lacey et al,

1998 ; Akatsu et al, 1998).
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Tableau 1 : Facteurs influencant I’expression d’OPG et de RANK-L.
(+) expression augmentée ; (-) expression diminuée ; (=) pas de modulation.
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L’OPG fonctionne en réalit¢ comme un récepteur compétiteur de RANK puisqu’elle
se fixe a RANK-L empéchant ce dernier d’interagir avec RANK. L’OPG inhibe par
conséquent la différenciation et 1’activation ostéoclastiques. Un autre ligand de I’OPG a été
mis en évidence, il s’agit de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand). La fixation
d’0OPG a TRAIL inhibe I’effet apoptotique de TRAIL qui en retour bloque [’activité
anti-ostéoclastique de ’OPG (Emery et al, 1998). L’OPG peut enfin interagir avec des
molécules de la famille de I’héparine et ce par son domaine de liaison spécifique (Yamaguchi
et al, 1998). Il a notamment ét¢ montré que I’OPG est capable de se fixer a la surface des

cellules de myélome via un protéoglycane, le syndecan-1 (Borset et al, 2000).

11.2. RANK-L

111.2.1. Structure

RANK-L a été identifié¢ et clon¢ par deux groupes de recherche différents, I’un a partir
d’une lignée de cellules stromales de la moelle osseuse murine ST2 (Yasuda et al, 1998a), et
I’autre a partir de cellules myélomonocytaires murine 32D (Lacey et al, 1998). RANK-L est
un polypeptide membre de la superfamille du TNF. Différentes appellations ont été données a
ce facteur : OPGL (Osteoprotegerin Ligand), TRANCE (TNF-Related Activation-Induced
Cytokine), ODF (Osteoclast Differentiation Factor), cependant la nomenclature officielle est
TNFSF11 (11°™ membre de la super famille du TNF). C’est une protéine transmembranaire
de type II (partie N-terminale intracellulaire) sans peptide signal (Hofbauer et al, 2000)
montrant une homologie d’environ 30% avec TRAIL et CD40, et d’environ 20% avec
Fas-Ligand (Wong et al, 1997a) (figure 6).

Que ce soit chez la souris ou chez I’homme, RANK-L existe sous trois isoformes

résultant de I’épissage alternatif d’'un méme géne (Ikeda et al, 2001 ; Suzuki et al, 2004).
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L’isoforme RANK-L1 correspond a une protéine transmembranaire de 317 acides aminés
chez la souris et 316 chez I’homme, possédant un domaine intra-cytoplasmique complet lui
permettant d’interagir avec des molécules intracellulaires. A 1’'inverse, RANK-L3 est une
protéine soluble de 199 acides aminés chez la souris et 244 chez I’homme, délétée en
N-terminal pour les acides aminés correspondant aux domaines intra-cytoplasmique et
transmembranaire de RANK-L1. La différence de structure majeure entre les deux espéces
concerne 1’isoforme RANK-L2. En effet, RANK-L2 de souris (287 acides aminés) posséde un
court domaine intra-cytoplasmique alors que RANK-L2 humain (244 acides aminés) en est
dépourvu.

La forme soluble de RANK-L peut également étre libérée de la membrane plasmique
aprés clivage par des protéases comme TACE (TNF alpha Converting Enzyme) (Lum et al,
1999), la MT1-MMP (Membrane-Type 1 Matrix Metalloproteinase) (Schlondorff et al, 2001)

ou la MMP-7 (Lynch et al, 2005).

111.2.2. Expression

RANK-L est exprimé par un grand nombre de cellules et de tissus. Plus
particulierement, il est fortement présent au niveau du squelette (os, moelle osseuse, cartilage)
(Lacey et al, 1998 ; Yasuda et al, 1998a), dans le tissu lymphoide (ganglions, thymus, rate,
foie feetal) et dans le systeme vasculaire (Collin-Osdoby et al, 2001). L’ARNm de RANK-L a
été détecté dans différentes lignées de cellules stromales (ST2, MC3T3-E1) et d’ostéosarcome
(UMR-106, Sa0S2), dans des ostéoblastes murins en culture primaire et dans les
chondrocytes hypertrophiques murins (Kartsogiannis et al, 1999). Il est également présent en
grande quantit¢ dans les lymphocytes T et les glandes mammaires (Anderson et al, 1997 ;

Srivastava et al, 2003). Enfin des taux assez faibles d’ARNm de RANK-L ont ét¢ mis en
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évidence dans le cerveau, le cceur, les poumons, les reins et le placenta (Kartsogiannis et al,

1999).

I11. 2. 3. Régulation

De la méme maniére que I’OPG, I’expression de RANK-L est régulée par de tres
nombreux facteurs (tableau 1). Notamment, le taux d’ARNm de RANK-L est stimulé par la
vitamine D3, I'IL-1, ’'IL-6, ’'IL-11, le TNFa, ’oncostatine M, la PTH et la prostaglandine E2
(Hofbauer et al, 1998 ; Nakashima et al, 2000 ; Palmgqvist et al, 2002 ; Huang et al, 2004). A

I’opposé, il est inhibé notamment par le TGFf et I’IL-13 (Nakashima et al, 2000).

111.2.4. Effets biologiques

Pour mieux comprendre les effets biologiques de RANK-L, des souris ont été
invalidées pour ce gene. Ces souris présentent une ostéopétrose sévere associée a une absence
totale d’ostéoclastes due a I’incapacité des ostéoblastes a supporter 1’ostéoclastogenese,
induisant une augmentation de la densit¢ minérale osseuse et une hématopoicse
compensatoire extramédullaire (Kong et al, 1999a). Ces résultats mettent en évidence le role
clé de RANK-L dans la résorption osseuse. En effet, in vitro, RANK-L en se fixant a son
récepteur RANK présent a la surface des pré-ostéoclastes (Nakagawa et al, 1998) induit, en
présence de M-CSF, leur différenciation en ostéoclastes (Lacey et al, 1998). RANK-L est en
outre un facteur de survie des ostéoclastes matures (Fuller et al, 1998 ; Wong et al, 1999).

Ces souris invalidées pour le géne codant RANK-L présentent également un important
défaut de développement des glandes mammaires engendrant la mort des nouveaux-nés, ce

processus pouvant étre contrebalancé par 1’injection de RANK-L (Fata et al, 2000).
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Enfin RANK-L joue un réle majeur dans les fonctions immunitaires puisqu’il semble
étre tres fortement impliqué dans la régulation de 1’organogenese des ganglions lymphoides et
dans le développement du thymus (Kong et al, 1999a). En effet, les souris déficientes en
RANK-L présentent une absence totale de ganglions lymphoides, alors qu’elles ont une
organisation normale de la rate, et un défaut de développement thymique ceci conduisant a un
défaut de maturation des lymphocytes B et T. Le role de RANK-L dans le systéme
immunitaire peut également étre étendu aux cellules dendritiques puisqu’il est capable de

stimuler leur activation et leur survie (Anderson et al, 1997 ; Wong et al, 1997b).

111.3. RANK

111.3.1. Structure

RANK appartient a la famille des récepteurs au TNF et posséde environ 40%
d’homologie avec CD40. Son nom dans la nomenclature officielle est TNFRSF11A. C’est
une protéine transmembranaire de type I (partie N-terminale extracellulaire) de 616 acides
aminés possédant un peptide signal (Anderson et al, 1997) et qui est présentée a la membrane
sous forme de trimére. Le domaine extracellulaire de RANK contient 4 motifs riches en
cystéine et deux sites de N-glycosylation (Hofbauer et al, 2000) (figure 6). RANK est le
récepteur de RANK-L présent a la surface des précurseurs ostéoclastiques ou des ostéoclastes

matures, des lymphocytes T et des cellules dendritiques.

111.3.2. Expression

L’expression des ARNm de RANK a été détectée dans différents tissus comme le
muscle squelettique, la peau, le cerveau, les poumons, le foie (Anderson et al, 1997 ;

Nakagawa et al, 1998 ; Min et al, 2003). Il a aussi été mis en évidence dans de nombreux
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systemes cellulaires mais la production de la protéine est restreinte aux ostéoclastes, aux
cellules lymphocytaires B et T, aux cellules dendritiques, aux cellules endothéliales et aux

fibroblastes.

111.3.3. Régulation

L’expression de RANK peut-étre stimulée par le CD40-Ligand sur les cellules
dendritiques et par I’engagement du TCR associée au TGFf et a I’IL-4 sur les lymphocytes T.
Par contre, son expression sur les pré-ostéoclastes et les ostéoclastes matures ne semble pas

régulée par les principaux agents ostéotropiques.

111.3.4. Effets biologiques

Pour mettre en évidence les effets biologiques de RANK, des souris ont été invalidées
pour ce géne (souris RANK™). Elles présentent une ostéopétrose sévére associée a un manque
d’ostéoclastes matures tout comme les souris délétées pour le géne de RANK-L (Li et al,
2000). Différentes études ont montré que RANK-L se lie spécifiquement a RANK a la surface
des pré-ostéoclastes avec une affinité de 3 nM et que cette liaison entraine ’activation de
RANK indispensable a I’ostéoclastogenése (Nakagawa et al, 1998 ; Hsu et al, 1999). Ces
souris RANK™ présentent également une absence de ganglions lymphoides et un défaut de
maturation des lymphocytes B et T alors qu’elles ont un développement thymique normal
contrairement aux souris RANK-L™" (Li et al, 2000).

Des souris transgéniques exprimant la protéine de fusion soluble RANK-Fc présentent
quant a elles un phénotype squelettique similaire a celui des souris transgéniques pour I’OPG
c'est-a-dire, une diminution de 1’ostéoclastogenése et de la résorption osseuse, et une

ostéopétrose (Hsu et al, 1999).
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L’ensemble de ces études montre donc que la fixation de RANK-L a RANK induit la
transduction d’un signal conduisant notamment a la différenciation des précurseurs

ostéoclastiques et a I’activation des ostéoclastes.

111.4. Signalisation dépendante de RANK dans les ostéoclastes

RANK a ét¢ identifi¢é comme un membre de la superfamille des récepteurs au TNF ne
présentant pas de « death domain » (Anderson et al, 1997), il est donc associé¢ a des protéines
adaptatrices lui permettant de transduire un signal. De nombreuses études ont en effet montré
que RANK interagit avec les protéines TRAF (TNF Receptor Associated Factor) et que ces
interactions sont responsables de ’activation du complexe NF-kB et de JNK (Jun N-terminal
Kinase) (Darnay et al, 1998, 1999 ; Galibert et al, 1998 ; Wong et al, 1998 ; Hsu et al, 1999 ;
Kim et al, 1999). Plus précisément, il a ét¢ montré, dans des essais de liaison in vitro ou grace
a des cellules transfectées surexprimant ces molécules, que TRAFI1, 2, 3, 5 et 6 étaient
capables d’interagir avec RANK. Ceci suggere que RANK posséde de multiples domaines de
liaison pour les molécules TRAF capables de réguler la différenciation, 1’activation et la
survie des ostéoclastes (Armstrong et al, 2002). Des études fonctionnelles récentes ont en
effet mis en évidence I’existence sur RANK de trois motifs cytoplasmiques, PFQEP***>",
PVQEET>*?% et PVQEQG®*®”, capables de médier indépendamment la formation et les

fonctions ostéoclastiques (Liu et al, 2004) (figure 7).
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I11.4.1. Signalisation initiée par le motif PFQEP***" (motif 1) de RANK

Le motif 1 a été décrit comme un site de liaison pour TRAF6 (Ye et al, 2002). Or des
souris invalidées pour TRAF6 présentent un défaut de différenciation et d’activation des
ostéoclastes suggérant un réle prépondérant de ce motif et de TRAF6 dans la signalisation
dépendante de RANK (Lomaga et al, 1999).

Le motif 1 active des voies de transduction impliquant NF-kB ainsi que trois MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase), JNK, ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) et
p38, en réponse a une stimulation par RANK-L (Liu et al, 2004). L’activation de ces trois
voies par le motif 1 fait intervenir la formation d’un complexe protéique comprenant TRAF6,
TAK1 (TGFB-Activated Kinase 1) et une protéine adaptatrice TAB2 (TAK1 Binding protein
2) (figure 7). Dans la signalisation dépendante de RANK / RANK-L, il a été démontré que la
formation de ce complexe TRAF6 / TAK1 / TAB2 conduit a I’activation de TAK1 (Mizukami
et al, 2002). TAB2 quant a elle, permet de faciliter la formation du complexe en fixant TAK 1
a TRAF6 (Mizukami et al, 2002). TAK, une fois activée, phosphoryle NIK (NF-kB-Inducing
Kinase) ce qui active le complexe IkB Kinase (IKK) afy (Ninomiya-Tsuji et al, 1999)
conduisant a I’activation de la voie NF-kB (figure 7). TAKI activée stimule également la voie
JNK (Lee et al, 2002a). L’activation de p38 est, quant a elle, médiée par TABI qui a la
capacité de recruter et de fixer p38 au complexe TRAF6 /TAK1 (Ge et al, 2002). L activation
de la voie ERK par le motif 1 n’est pas encore parfaitement élucidée mais il parait fort
probable que TRAF6 soit impliquée.

RANK-L stimule également la voie Akt / PKB (Protein Kinase B) par I’intermédiaire
de TRAF6 (Wong et al, 1999). Or, le motif 1 est un site de liaison pour TRAF6 il semble
donc, bien que cela n’est pas été démontré, que ce motif puisse initier la voie de signalisation
impliquant la PI3-Kinase (phosphatidylinositol 3-kinase) et conduisant a 1’activation d’Akt /

PKB (Wong et al, 1999).
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Enfin, des études récentes ont montré que RANK-L est capable d’activer, via TRAF6,
le facteur de transcription Nuclear Factor of Activated T-cells 2 (NFAT2) (NFATc1/NFATc)
qui joue un réle important dans 1’ostéoclastogenese (Takayanagi et al, 2002 ; Gohda et al,

2005).

I11.4.2. Signalisation initiée par les motifs PVQEET>**®* (motif 2) et
PVQEQG®*® (motif 3) de RANK

Alors que la signalisation initiée par le motif 1 a été largement étudiée, celles
impliquant les motifs 2 et 3 demeurent mal connues. En effet, les protéines TRAF capables de
se lier a ces motifs n’ont pas encore été clairement identifiées. Certaines études ont montré
que le motif 2 se liait a TRAF3 et que le motif 3 interagissait avec TRAFI, 2 et 5 (Galibert et
al, 1998), alors que d’autres travaux ont mis en évidence que ni TRAF1 ni TRAF3 n’étaient
capables de se lier a RANK (Hsu et al, 1999). Cependant, il a pu étre démontré que le motif 2
active les voies de signalisation NF-kB et p38 alors que le motif 3 ne stimule que la voie

NF-kB (Liu et al, 2004) (figure 7).

111.4.3. Signalisation impliquant des protéines adaptatrices porteuses d’un
motif ITAM

Des ¢études récentes ont montré que des souris ne possédant pas les protéines DAP12
(DNAX-activating protein 12) et FcRy (Fc Receptor common y subunit) présentaient une
ostéopétrose sévere due a un défaut de différenciation des ostéoclastes (Koga et al, 2004). Ces
molécules, qui sont des protéines adaptatrices comportant un motif ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif), peuvent étre associées a de multiples immuno-récepteurs.
Dans les ostéoclastes DAP12 est associée a TREM-2 (Triggering receptor Expressed by

Myeloid cells-2) et SIRPB1 (Signal-Regulatory Protein $1) (Paloneva et al, 2003 ; Koga et al,
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2004) alors que FcRy est principalement associ¢ a OSCAR (Osteoclast-Associated Receptor)
et PIR-A (Paired Immunoglobulin-like Receptor-A) (Ishikawa et al, 2004 ; Koga et al, 2004)
(figure 8). La phosphorylation des motifs ITAM induite a la fois par les immuno-récepteurs et
par I’interaction RANK-L / RANK conduit au recrutement de la tyrosine-kinase Syk (Mocsai
et al, 2004). Cette kinase stimule ensuite la PLCy (Phospholipase Cy) ce qui aboutit a
I’activation du signal dépendant du calcium, événement critique pour 1’induction de NFAT2

(Koga et al, 2004).

111.4.4. Role des différentes voies de signalisation activées par RANK dans la

formation, la fonction et la survie des ostéoclastes

RANK stimule six voies de transduction majeures par 1’intermédiaire de différentes
cascades de signalisation en réponse 8 RANK-L. Ces voies jouent des rdles différents dans la
différenciation, 1’activation et la survie des ostéoclastes.

Les voies NF-kB et JNK, conduisant a I’activation d’AP-1 (Activator protein 1), sont
essentielles pour la différenciation ostéoclastique (Grigoriadis et al, 1994 ; Franzoso et al,
1997) (figure 7). En effet, des souris déficientes pour p50 et p52 (constituants de NF-kB)
développent une ostéopétrose due a une absence totale d’ostéoclastes (Franzoso et al, 1997).
De la méme maniére, des souris déficientes pour c-Fos, un composant d’AP-1, ne possédent
pas d’ostéoclastes, ce qui conduit a une ostéopétrose (Grigoriadis et al, 1994). La voie NF-kB
joue également un role critique dans la résorption osseuse (Miyazaki et al, 2000) et la survie
des ostéoclastes (Jimi et al, 1998).

Akt agit principalement sur la survie des ostéoclastes (Wong et al 1999) alors que
NFAT2 a été récemment identifi¢é comme un facteur de transcription critique pour la
différenciation des ostéoclastes (Ishida et al, 2002 ; Takayanagi et al, 2002 ; Ikeda et al,

2004). ERK, quant a elle, joue un role dans la différenciation et la survie des ostéoclastes (Lee
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et al, 2001, 2002b) au contraire de p38 qui, via MITF (Microphthalmia Transcription Factor),
ne semble intervenir que dans I’ostéoclastogenése (Matsumoto et al, 2000 ; Lee et al 2002b ;

Mansky et al, 2002) (figure 7).
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IV. LES PROTEOGLYCANES

Les protéoglycanes (PG) sont présents en grand nombre dans 1’organisme et
particulicrement dans la peau et le cartilage. Ils sont également exprimés en plus faibles
quantités dans le tissu osseux, mais ils y jouent un réle majeur dans le contrdle de nombreuses
activités biologiques. Ce sont des macromolécules complexes composées d’une chaine
protéique sur laquelle sont greffées, par liaison covalente, une ou plusieurs chaines d’oses (ou
glycosaminoglycanes) plus ou moins sulfatées. Les PG présentent une grande variabilité
structurale. En effet, la taille de la chaine protéique est comprise entre 10 et 500 kDa et le
nombre de glycosaminoglycanes (GAG) attachés a celle-ci varie entre 1 et 100 (Ruoslahti,
1988 ; Kjéllen et Lindahl, 1991 ; Prydz et Dalen, 2000). De plus, outre les GAG, les
protéoglycanes possédent des oligosaccharides liés par des liaisons N- ou O-glycosidiques.
Ces molécules sont regroupées en quatre groupes : les PG extracellulaires de grande taille, les
petits PG riches en leucine, les PG membranaires et les PG des membranes basales. La

diversité des protéoglycanes leur confére de nombreuses fonctions biologiques.

1V.1. Les glycosaminoglycanes (GAG)

Les glycosaminoglycanes correspondent a de longues chaines glucidiques non
ramifiées constituées par la répétition d’une unité disaccharidique. Selon la nature des résidus
composant cette unité disaccharidique il est possible de distinguer 4 familles de GAG :
chondroitine sulfate et dermatane sulfate, kératane sulfate, héparane sulfate et héparine, et
acide hyaluronique. Ces chaines glucidiques sont fixées sur I’axe protéique par I’intermédiaire

d’un tétrasaccharide composé d’un xylose, de deux galactoses et d’un acide glucuronique.
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1VV.1.1. Chondroitine sulfate et dermatane sulfate

Le chondroitine sulfate est constitué¢ de la répétition d’un acide glucuronique et d’une
N-acétylgalactosamine, le nombre total de répétition étant compris entre 25 et 40 pour un
poids moléculaire de 12 a 20 kDa (tableau 2). Les disaccharides sont fréquemment sulfatés en
position 4 ou 6 de la N-acétylgalactosamine mais des formes di- ou tri- sulfatées peuvent
¢galement exister (Kjéllen et Lindahl, 1991 ; Prydz et Dalen, 2000).

Dans le dermatane sulfate, I'unité disaccharidique est composée d’acide glucuronique
ou d’acide iduronique (respectivement 60 et 40% dans le cartilage articulaire) et de
N-acétylgalactosamine (Choi et al, 1989) (tableau 2). La molécule est souvent sulfatée en
position 2 de 1’acide iduronique ou en position 4 de la N-acétylgalactosamine. Le poids

moléculaire du dermatane sulfate varie entre 15 et 40 kDa.

1V.1.2. Kératane sulfate

Le kératane est le seul GAG a ne pas étre lié a I’axe protéique par I’intermédiaire d’un
tétrasaccharide, il y est directement fixé grace a une liaison glycosidique. Il est constitué par
la répétition d’un galactose et d’une N-acétylglucosamine (tableau 2). La taille des chaines
osidiques ainsi que le nombre et la position des groupements sulfate sont trés variables, et le

poids moléculaire est compris entre 4 et 20 kDa.

IV.1.3. Héparane sulfate et héparine

L’héparine et 1’héparane sulfate ont la méme structure de base consistant en la
répétition d’un acide glucuronique ou iduronique et d’une N-acétylglucosamine mais
I’héparine est plus sulfatée que 1’héparane sulfate (tableau 2). En effet, la proportion de

N-sulfatations est inférieure a 50% pour I’héparane sulfate alors qu’elle est supérieure a 70%
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Tableau 2 : Structure des différents glycosaminoglycanes.
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pour I’héparine (Fransson et al, 1986 ; Roden et al, 1992). La taille d’une chaine peut

atteindre 100 kDa mais elle est généralement inférieure a 50 kDa.

IVV.1.4. Acide hyaluronique

La structure de 1’acide hyaluronique est la plus simple de tous les GAG : il s’agit de la
répétition d’un disaccharide non sulfaté composé d’acide glucuronique et de
N-acétylglucosamine (tableau 2). Son poids moléculaire varie de 300 a 2000 kDa selon les
tissus (Holmes et al, 1988). L’acide hyaluronique a également la particularité de n’exister que

sous la forme de GAG, jamais de protéoglycane.

1V.2. Les protéoglycanes majeurs de I’os

IV.2.1. La décorine et le biglycan

La décorine et le biglycan appartiennent au groupe des petits PG riches en leucine et
sont fortement exprimés dans I’os (Fisher et al, 1989 ; Bianco et al, 1990). Ces molécules,
dont le poids moléculaire est de 45-50 kDa, sont composées d’un axe protéique comportant la
répétition de 10 motifs riches en leucine associés a des régions riches en cystéines (Neame et
al, 1989) (figure 9). A D’extrémité N-terminale, la décorine et le biglycan présentent
respectivement 1 et 2 sites d’attachement pour des chaines de dermatane sulfate ou, plus
généralement dans 1’os, de chondroitine sulfate.

Lors du processus d’ossification, le biglycan est localisé au niveau des parois des
lacunes ostéocytaires et a la surface des cellules osseuses alors que la décorine est présente
dans toute la matrice ostéoide (Bianco et al, 1990). Cependant, dans 1’0os mature, la décorine
est située en périphérie des lacunes et des canalicules des ostéocytes, tandis que le biglycan

est présent dans toute la matrice osseuse (Ingram et al, 1993).
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Figure 9 : Représentation schématique de la décorine et du biglycan.

— : axe protéique ;I: domaine riche en leucine; ™~~~ : chaine de chondroitine ou
dermatane sulfate ; t . résidu cystéine ; N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale.
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La délétion des genes codant la décorine et le biglycan chez la souris, a permis de
mettre en évidence le role important de ces molécules dans la formation osseuse in vivo. En
effet, les souris déficientes pour le biglycan présentent une ostéoporose due a une diminution
de la formation osseuse (Young et al, 2002). Chez ces animaux, un nombre et une activité
plus faibles des ostéoblastes a ét¢ mise en évidence. Lorsque les souris sont déficientes pour
la décorine ou le biglycan, des altérations de la taille et de la forme des fibres de collagéne
sont par ailleurs observées, suggérant un role important de ces molécules dans la
fibrillogenése du collagéne (Corsi et al, 2002). Des souris invalidées doublement pour le
biglycan et la décorine ont également été générées ; dans ce cas, les animaux présentent une
diminution de la masse osseuse plus sévere et survenant plus tot que pour les souris
déficientes pour une seule des deux molécules, révélant des effets synergiques de la décorine
et du biglycan dans 1’os (Corsi et al, 2002).

Le role de ces PG dans la formation osseuse est dépendant du TGFp. En effet, la
décorine et le biglycan sont capables de se lier a ce facteur de croissance et de contrdler son
activité soit en le séquestrant dans la matrice soit en facilitant sa fixation sur ses récepteurs
spécifiques (Hildebrand et al, 1994 ; Takeuchi et al, 1994). Des études récentes ont mis en
évidence, chez les souris invalidées pour la décorine et le biglycan, qu’en absence de ces deux
molécules le TGFp n’est plus séquestré dans la matrice et qu’il se fixe ainsi en exces sur ses
récepteurs exprimés a la surface des cellules stromales de la moelle osseuse (Bi et al, 2005).
Ceci a pour conséquence le passage de ces cellules d’un état de croissance a un état
d’apoptose, ce qui induit une diminution du nombre des cellules ostéoprogénitrices et donc, a
terme, une diminution de la formation osseuse.

Le biglycan et la décorine interagissent également avec les BMP (Bone
Morphogenetic Protein). Des expériences ont montré que la différenciation ostéoblastique

ainsi que la minéralisation de la matrice osseuse étaient fortement réduites dans des cellules
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MC3T3-E1 sous-exprimant le biglycan (Parisuthiman et al, 2005). Or, ces cellules ont une
réponse a la BMP-4 fortement diminuée ce qui suggérent que le biglycan est capable de
moduler la différenciation ostéoblastique, et par conséquent la minéralisation, en régulant la
signalisation dépendante des BMP. La décorine, quant a elle, semble jouer un role important
lors de la trans-différenciation des myoblastes en ostéoblastes induite par la BMP-2 (Gutierrez
et al, 2005).

Des études réalisées par Grant et al, ont par ailleurs évaluées le role de la décorine
dans la croissance tumorale (Grant et al, 2002). Ces auteurs ont ainsi montré que la décorine
peut inhiber la croissance tumorale in Vivo en supprimant la production, par les cellules
tumorales, d’un puissant facteur angiogénique, le VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor).

IV.2.2. Les syndecans

Les syndecans correspondent & des « heparan sulfate proteoglycans » (HSPQ)
transmembranaires et comportent 4 membres. Ces molécules sont des glycoprotéines
membranaires de type I avec des domaines transmembranaire et cytoplasmique homologues
et fortement conservés (Bernfield et al, 1992) (figure 10). Les GAG attachés aux syndecans
sont essentiellement des molécules d’héparane sulfate mais il est également possible de
trouver du chondroitine sulfate (Bernfield et Sanderson, 1990) (figure 10). Le syndecan-1 a
¢été a Iorigine identifié dans les cellules épithéliales mammaires de souris (Saunders et al,
1989) mais il est présent dans de trés nombreux autres types cellulaires, dont les ostéoblastes,
de méme que les syndecans-2 et -4 (Kim et al, 1994 ; Birch et Skerry, 1999). Le syndecan-3,
quant a lui, est exprimé principalement dans le tissu nerveux.

Les syndecans sont capables d’établir des interactions cellules-cellules ou cellules-

matrice. En effet, le syndecan-4, en association avec des intégrines, peut interagir avec des
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Figure 10 : Représentation schématique des syndecans.

- : chalne d’héparane sulfate ; == : chaine de chondroitine sulfate.
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protéines de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine ou la vitronectine (Woods et
Couchman, 1998). Ceci permet I’adhésion de la cellule a la matrice, et entraine une
réorganisation des microfilaments d’actine liés au domaine intra-cytoplasmique du syndecan.

Les syndecans sont également des molécules capables d’interagir avec de nombreux
facteurs de croissance et ainsi de moduler leur activité. C’est le cas pour les FGF (Fibroblast
Growth factors) (Steinfeld et al, 1996). Ces protéines sont des facteurs de croissance
monomériques pouvant se lier aux molécules porteuses de chaines d’héparane sulfate. La
présence d’héparane sulfate n’est pas indispensable pour la fixation des FGF a leurs
récepteurs, mais elle permet la formation de complexes de haute affinité ce qui facilite
I’activation des récepteurs par de faibles concentrations de FGF (Nugent et Edelman, 1992 ;
Roghani et al, 1994). Au sein de 1’os les FGF contrdlent la formation osseuse en régulant la
différenciation des ostéoblastes (Marie, 2003). Des travaux récents ont également montré que,
dans la polyarthrite rhumatoide, le FGF-2 en se liant aux HSPG exprimés par les fibroblastes
synoviaux, induisait ’expression de RANK-L et par conséquent la maturation des
ostéoclastes (Nakano et al, 2004).

Un réle prépondérant du syndecan-1 a par ailleurs été¢ identifié dans le myélome
multiple. Cette pathologie est caractérisée par une accumulation de cellules plasmocytaires
malignes dans la moelle osseuse couplée a un déséquilibre de la balance
ostéoblastes/ostéoclastes conduisant a des ostéolyses (Bataille et al, 1989, 1997). Les cellules
de myélome expriment fortement le syndecan-1 et il a été démontré que cette molécule est
capable d’inhiber la croissance et d’induire I’apoptose des cellules tumorales de myélome ; de
méme elle peut stimuler la croissance des ostéoblastes et inhiber celle des ostéoclastes
(Dhodapkar et al, 1998). Le syndecan-1 a également un effet inhibiteur sur la dissémination
des cellules tumorales et ce par I’intermédiaire d’un domaine spécifique de son axe protéique

(Langford et al, 2005). Au contraire, 1’accumulation de syndecan-1 soluble dans la moelle
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osseuse stimule la croissance et la dissémination des cellules tumorales vraisemblablement en
séquestrant des facteurs de croissance et des cytokines [FGF, HGF (Hepatocyte Growth
Factor), ...] et en modulant leur activité (Seidel et al, 2000 ; Yang et al, 2002).

Des travaux récents ont par ailleurs montré qu’une surexpression du syndecan-2, par
la lignée d’ostéosarcome humain MG63, est capable d’induire 1’apoptose de ces cellules
(Modrowski et al, 2005). En effet, le domaine intra-cytoplasmique du syndecan-2 est
impliqué dans I’activation de JNK, elle-méme responsable de I’augmentation de 1’expression

de la molécule pro-apoptotique Bax.

53



INTRODUCTION

V. LES PATHOLOGIES OSTEOARTICULAIRES

Comme tous les tissus, le systeme ostéoarticulaire est le siege de dérégulations
conduisant a ’apparition de diverses pathologies. En effet, le maintien de l’architecture
osseuse repose sur un équilibre entre deux mécanismes fondamentaux, la résorption osseuse
et la formation osseuse, toute modification de cet équilibre étant a 1’origine du développement
de pathologies ostéo-condensantes, ostéolytiques, bénignes ou malignes. Dans cette partie,
certaines pathologies seront mentionnées a titre indicatif et plusieurs pathologies tumorales,

en relation avec ce travail, seront détaillées, cette liste étant loin d’étre exhaustive.

V.1. Pathologies non tumorales

Parmi les pathologies ostéo-condensantes non tumorales, 1’ostéopétrose et la
pycnodysostose sont les plus fréquentes. Dans ces maladies, la balance du remodelage osseux
est déséquilibrée en faveur de la formation osseuse. Une des causes de ce défaut de résorption
est la non expression d’une enzyme protéolytique majeure : la cathepsine K (Saftig et al,
1998 ; Motyckova et al, 2001). La dégradation de la matrice collagénique est diminuée, le
processus de résorption est alors incomplet et 1’apposition osseuse s’effectue par empilement,
et non par comblement, de la lacune de résorption. Il en résulte une hypertrophie osseuse
généralement bénigne mais la formation d’un tissu osseux de qualité médiocre.

Les pathologies ostéo-condensantes représentent cependant une faible proportion des
pathologies associées a un défaut du remodelage osseux. D’une manicre générale, lorsque la
balance apposition/résorption est affectée, celle-ci est déséquilibrée en faveur de la résorption,
conduisant a I’apparition de 1ésions osseuses (Eilon et Mundy, 1978 ; Guise et Mundy, 1998 ;
Weber et al, 2000). Les pathologies ostéolytiques non tumorales sont d’origine variée mais

présentent toutes une dérégulation directe ou induite du systtme OPG / RANK-L / RANK,
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conduisant soit a une diminution de I’expression de I’OPG soit a une augmentation de
I’expression de RANK-L (Grimaud et al, 2003). La plus fréquente de ces affections est
I’ostéoporose. C’est une maladie systémique du squelette caractérisée par une masse osseuse
basse et une détérioration de 1’architecture osseuse ayant pour conséquence une fragilité
accrue pouvant conduire a des fractures. Cette perte du capital osseux résulte de la diminution
de I’expression de I’OPG, elle-méme consécutive a une chute du taux d’estrogeéne. Une autre
perturbation du métabolisme osseux est retrouvée dans la maladie de Paget qui est une
ostéopathie disséminée caractérisée par un remodelage osseux intense et anarchique a
I’origine d’un tissu osseux immature et par la présence d’ostéoclastes géants.

La présence d’événements inflammatoires ou de facteurs pro-inflammatoires contribue
¢galement a la création d’un contexte favorable a la résorption osseuse. Ainsi, les maladies
inflammatoires du cartilage telles que les spondylarthropathies ou la polyarthrite rhumatoide
ont des répercussions sur le tissu osseux et entrainent une dégradation osseuse. La stimulation
de l’activité ostéoclastique est majoritairement indirecte et s’effectue dans un contexte
cytokinique pro-inflammatoire a I’origine de I’induction de I’expression de RANK-L (Kong

et al, 1999b ; Nakashima et al, 2003).

\/.2. Pathologies tumorales

V.2.1. Tumeurs primitives

Les tumeurs primitives de 1’os sont issues de la transformation carcinogéne de cellules
osseuses. Le point de départ de la tumeur est le tissu osseux lui-méme. Cette transformation
tumorale peut étre soit bénigne soit maligne et, exception faite de I’ostéome ostéoide et de

’ostéoblastome, aboutit essentiellement a 1’apparition de plages ostéolytiques.
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a) Tumeur a cellules géantes

Les tumeurs a cellules géantes (TCG) sont des 1ésions ostéolytiques pourvues d’une
abondante vascularisation et constituées d’un double contingent cellulaire, des cellules
géantes et des cellules stromales (cellules fibroblastiques et macrophagiques) (Encyclopédie
Meédico-Chirurgicale, 14-772). Dans la majorité des cas (90%) les TCG sont bénignes mais il
existe aussi des formes malignes qui représentent 2 a 5% des tumeurs malignes primitives de
I’0s. Cette tumeur, méme lorsqu’elle est bénigne, récidive fréquemment ce qui pose
d’importants problémes cliniques. La majorité¢ des TCG s’observe entre 20 et 40 ans. Elles
sont surtout localisées aux extrémités des os longs des membres, au niveau épiphyso-
métaphysaire, mais les os plats et courts peuvent également étre atteints. La TCG peut donner
lieu a I’apparition de métastases avec une localisation essentiellement pulmonaire. Plusieurs
classifications des TCG ont été réalisées, permettant de définir la TCG de degré I, bénigne et
de forme non agressive, la TCG de degré II, bénigne et de forme agressive, et la TCG de
degré III, maligne et de forme active. Le traitement des TCG est avant tout chirurgical mais

dans les cas de tumeurs malignes il est associé a la chimiothérapie.

b) Ostéosarcome

L’ostéosarcome est une tumeur maligne caractérisée par la formation directe de tissu
osseux ou ostéoide par les cellules tumorales (Whelan, 1997 ; Encyclopédie Médico-
Chirurgicale, 14-704). C’est une tumeur rare puisque le nombre d’ostéosarcomes découverts
par année en France est estimé entre 200 et 250. Malgré ces chiffres, 1’ostéosarcome
représente la tumeur osseuse maligne primitive la plus fréquente (environ 50%). Il survient
plus généralement sur une population jeune, avec une médiane d’age de 18 ans, et touche 1,5

a 2 fois plus fréquemment les gargons que les filles.
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L’¢étiologie de I’ostéosarcome est a ce jour inconnue. Si de nombreuses théories ont
été émises a partir de constatations expérimentales (origine virale, traumatique, chimique,
etc.), aucune n’a recu de confirmation chez ’homme. Cependant, il est plus fréquemment
rencontré apres irradiation ou suite au développement de tumeurs préexistantes ou bien de
maladie osseuse sous-jacente comme la maladie de Paget pour laquelle, 1’ostéosarcome
apparait suite a une modification pathologique du remodelage osseux (Hansen et al, 1999).

Cette tumeur est surtout localisée au niveau du genou et de I’épaule avec une atteinte
presque toujours métaphysaire des os longs (Encyclopédie Médico-Chirurgicale, 14-704). 1l
existe aussi des ostéosarcomes du tronc et du crdne mais extrémement rarement des pieds et
des mains. La présence de métastases est parfois rencontrée avec un essaimage métastatique
qui se fait principalement par voie hématogeéne, le poumon étant la cible préférentielle, mais
le cerveau, le foie et d’autres os sont parfois atteints.

Le traitement actuel de I’ostéosarcome consiste en une résection chirurgicale de la
tumeur associée a une chimiothérapie. L.’amputation est parfois nécessaire pour les tumeurs
volumineuses ayant largement envahie les parties molles, ou pour une lésion en récidive. La
chimiothérapie repose sur des cures alternées combinant différents produits dont les
principaux sont le méthotrexate a hautes doses, I’ifosfamide, la doxorubicine et le cisplatine
(Bacci et al, 2003). Cette prise en charge a permis d’améliorer nettement le taux de survie des
patients qui atteint 70% a 5 ans dans les meilleurs séries, cependant la présence de métastases

lors du diagnostic réduit ce taux de survie a 30% a 5 ans.

¢) Sarcome d’Ewing

Le sarcome d’Ewing se définit comme une tumeur primitive maligne du tissu osseux.
avec un développement, souvent important dans les parties molles, d’amas de petites cellules

rondes sans différenciation cellulaire (Encyclopédie Médico-Chirurgicale, 14-756). 1l s’agit
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aussi d’une Iésion lytique agressive avec apparition de métastases a distance, pulmonaires et
osseuses. Le sarcome d’Ewing touche surtout les enfants ou les adolescents et il est rare chez
I’adulte aprés 30 ans. Environ 80 % des cas surviennent dans la seconde décennie et les
garcons sont plus souvent atteints que les filles, avec un sex-ratio d’environ 6 pour 4. Le
sarcome d’Ewing peut atteindre tous les os du squelette, avec une 1égére préférence pour les
os longs, touchés dans 50 a 60 % des cas. Dans ce cas il s’agit généralement d’une atteinte
métaphysaire. Des sarcomes d’Ewing des parties molles sans aucune connexion squelettique
peuvent exister, ainsi que des sarcomes d’Ewing de la peau (Ahmad et al, 1999). Le
traitement actuel du sarcome d’Ewing associe la chimiothérapie et la chirurgie ainsi

qu’éventuellement la radiothérapie.

d) Chondrosarcome

Le chondrosarcome est une tumeur maligne primitive de 1’os produisant du cartilage
tumoral (Encyclopédie Médico-Chirurgicale, 14-716). Il peut étre secondaire dans 10% des
cas se développant sur une lésion préexistante telle un chondrome (tumeur cartilagineuse
bénigne) ou une exostose ostéogene (excroissance osseuse). En fréquence il représente la
deuxieme grande tumeur maligne primitive du squelette. Le chondrosarcome peut survenir a
tout age mais s’observe essentiellement a partir de trente ans. Si tout le squelette peut étre
atteint, les sites le plus fréquemment concernés sont le pelvis et le fémur proximal. Le
chondrosarcome évolue toujours sans essaimage ganglionnaire mais, par voie hématogene, il
peut donner des métastases, principalement pulmonaires. Concernant les traitements, la
radiothérapie est inefficace sur les tumeurs cartilagineuses et la chimiothérapie n’a jusqu’a
présent pas fait la preuve de son intérét, tant sur la tumeur primitive que sur les métastases. La

chirurgie reste donc la seule possibilité thérapeutique. Les interventions limitées sont a rejeter
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en raison des nombreuses récidives locales, seules doivent étre envisagées la résection et

I’amputation. Dépisté tot, et bien traité, son pronostic est de 70% de survie.

V.2.2. Tumeurs secondaires

Les tumeurs osseuses secondaires sont représentées par les métastases osseuses. Elles
sont issues de la dissémination métastatique d’une tumeur primaire développée a partir d’un
tissu différent de I’os. Cette dissémination se fait par voie sanguine ou parfois lymphatique.
L’os est un endroit privilégié pour la migration et la multiplication des cellules cancéreuses
métastatiques (Guise et Mundy, 1998). En effet, 'importance de la vascularisation de la trame
osseuse et I’existence en son sein de la moelle osseuse, intense centre de multiplication
cellulaire, jouent un rdle important pour expliquer la fréquence d’apparition des ces
métastases qui sont les tumeurs osseuses les plus fréquentes de 1’adulte. L’étiologie principale
des métastases osseuses est le cancer du sein, viennent ensuite les tumeurs prostatiques. Les
tumeurs broncho-pulmonaires, rénales, thyroidiennes sont également des points de départ de
métastases osseuses, de méme que de nombreuses autres tumeurs (digestives, gynécologiques,
ORL...). Ces métastases osseuses sont généralement ostéolytiques (cas des métastases
d’origine mammaire, thyroidienne, rénale...), mais elles peuvent également é&tre
ostéocondensantes (cas des métastases d’origine prostatique). Le pronostic des métastases
osseuses est trés variable. Si les traitements, basés essentiellement sur la chimiothérapie et la
radiothérapie, peuvent permettre d’obtenir une survie prolongée et un bon résultat immédiat,

le taux de guérison des cancers métastasés a I’os est faible.
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V.3. Nouvelles approches thérapeutiques

Comme nous venons de le voir, les pathologies cancéreuses osseuses primitives et les
cellules cancéreuses qui métastasent en site osseux sont responsables d’une morbidité
importante. Le traitement actuel, basé sur une chimiothérapie néo-adjuvante et une exérese
totale de la tumeur, a largement contribué a I’amélioration du taux de survie des patients mais
une absence de réponse aux drogues anti-tumorales est souvent observée ce qui conduit au
développement de métastases puis au décés du patient. Il devient donc nécessaire de

développer d’autres voies thérapeutiques.

V.3.1. Potentiel thérapeutique de la triade OPG / RANK-L / RANK

L’invasion du tissu osseux par une tumeur bénigne ou maligne, primaire ou
secondaire, affecte rapidement la balance entre 1’apposition et la résorption osseuse. En effet,
dans la plupart des cas, la manifestation de la malignité de la tumeur osseuse se caractérise par
une ostéolyse associée au développement tumoral. Or, la balance apposition/résorption est
essentiellement régulée par la triade moléculaire OPG / RANK-L / RANK. Ce systéme est
décrit comme dérégulé dans plusieurs pathologies ostéolytiques d’origine tumorale dont le
my¢lome multiple (Giuliani et al, 2001 ; Grimaud et al, 2003). En effet, |’augmentation de
I’expression de RANK-L, directement par les cellules tumorales ou indirectement par les
cellules stromales ou les lymphocytes T, joue un réle prépondérant dans la destruction
osseuse consécutive a cette affection. A 'inverse, la production endogéne d’OPG est soit
inhibée soit trop faible pour compenser I’augmentation de 1’expression de RANK-L. Le
rapport RANK-L / OPG est ainsi considéré comme un index pronostic potentiel pour le
my¢lome (Terpos et al, 2003). Par conséquent, la triade OPG / RANK-L / RANK pourrait

devenir une cible moléculaire privilégiée pour le développement de nouvelles approches
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thérapeutiques dans le cas d’ostéolyses d’origine tumorale mais €galement non tumorale.
Dans certains mod¢les animaux de tumeurs malignes, 1’utilisation thérapeutique d’OPG a
permis a la fois de contrdler I’hypercalcémie maligne et 1’apparition ou la progression de
métastases osseuses (Capparelli et al, 2000 ; Luger et al, 2001). Actuellement, une seule étude
de phase I utilisant de I’OPG recombinante a été publi¢e dans le cas d’ostéolyses tumorales et
a confirmé I’inhibition de la résorption osseuse chez des patients atteints de myélome multiple
ou de cancer mammaire présentant des Iésions osseuses (Body et al, 2003). L’utilisation de la
construction recombinante RANK-Fc offre également des possibilités thérapeutiques
prometteuses compte tenu des résultats obtenus dans des modéles animaux de carcinome
prostatique et de myélome multiple (Zhang et al, 2003 ; Sordillo et Pearse, 2003). Enfin, des
essais cliniques portant sur 1’utilisation d’un anticorps anti-RANK-L humain (AMG 162),
dans le cadre du traitement de 1’ostéoporose chez la femme post-ménopausée, sont en cours
(Bekker et al, 2004). Les résultats obtenus montrent qu’une seule injection (intraveineuse ou
sous-cutanée) de cet anticorps permet de diminuer durablement le taux des marqueurs du
remodelage osseux. L utilisation de ces molécules (constructions recombinantes de RANK-Fc
et OPG, anticorps anti-RANK-L) pourrait devenir un champ d’applications présentant des
potentiels thérapeutiques nouveaux dans le suivi de patients atteints de tumeurs osseuses pour

lesquels les traitements conventionnels ont échoué.

V.3.2. Immunothérapies

L’utilité¢ du systéme immunitaire dans la défense anti-tumorale a été mise en évidence
a la fin du XIXéme siecle par un chirurgien W.B. Coley (Armstrong et al, 2001). Celui-ci
avait observé une régression tumorale chez certains patients atteints d’infections cutanées par
Steptococcus pyrogenes. En effet, la cellule tumorale représente une cible potentielle pour les

mécanismes de défense et, bien que dérivant du soi, elle peut devenir immunogene. Lors de la
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tumorigenese, la cellule est généralement exposée a une instabilité¢ génétique et peut, dans
certaines conditions, présenter a sa surface des antigénes-cibles, reconnus comme étrangers
par le systéeme immunitaire (Renkvist et al, 2001 ; Davis et al, 2003).

Le mélanome et le carcinome rénal sont deux pathologies présentant une malignité et
une résistance importantes aux agents de chimiothérapie. Cependant, I’expression d’antigénes
tumoraux a la surface des cellules de ces carcinomes en fait des candidats intéressants pour
I’¢laboration de protocoles d’immunothérapie (Hsueh et al, 1998 ; Elhilali et al, 2000). Lors
de la carcinogenése, les mélanocytes tumoraux acquicrent I’expression d’antigenes tels que
Melan-A/MART-1 ou la gp100/Pmell7 et cependant le taux de survie a long terme est trés
faible en 1’absence de prise en charge du malade (Panelli et al, 2000). Ces antigénes, absents
des mélanocytes normaux, présentent alors un fort potentiel pour I’élaboration de protocoles
d’immunothérapie. L’ostéosarcome présente des propriétés similaires. Les cellules
transformées, dérivant de cellules osseuses normales, acquiérent 1’expression d’antigénes
tumoraux tels que MAGE-1 (melanoma-associated antigen 1), 2, 3, 6 (Sudo et al, 1997),
SART-1 (squamous cell carcinoma antigen recognized by T cells 1) et SART3 (Ishida et al,
2000 ; Tsuda et al, 2001). Ces antigénes sont normalement absents de I’environnement
cellulaire osseux dans les conditions physiologiques et représentent ainsi une cible pour les
effecteurs de la réponse immunitaire.

A Theure actuelle, les protocoles d’immunothérapie sont largement étudiés et
représentent un potentiel considérable dans la lutte contre le cancer. Ces protocoles sont
classés selon leur mode d’action. Ainsi on distingue d’une part, des protocoles
d’immunothérapie passive, consistant a amplifier les effecteurs immunitaires déja présents au
niveau de la réponse anti-tumorale (Dudley et al, 2003) [Lymphocytes T Cytotoxiques
(CTLs) dirigés contre des antigénes tumoraux, Lymphocytes Infiltrant les Tumeurs (TIL) ou

anticorps dirigés contre les cellules tumorales], et d’autre part, des protocoles
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d’immunothérapie active principalement ciblés sur I’utilisation de cytokines (Rosenberg et al,
1999 ; Elhilali et al, 2000 ; Lens et Dawes, 2002) ou de cellules présentatrices d’antigenes,
telles que les cellules dendritiques, destinées a orienter et a stimuler les effecteurs de la

réponse immunitaire contre les cellules tumorales (Panelli et al, 2000).
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VI. OBJECTIFS DU TRAVAIL

La triade OPG / RANK-L / RANK est, comme nous 1’avons vu précédemment, un
¢lément clé¢ pour le maintien de I’équilibre entre résorption et apposition au sein du tissu
osseux. Dans ce systéme I’OPG est classiquement décrite comme un récepteur se liant a
RANK-L, empéchant I’interaction ultérieure de ce dernier avec RANK, et ayant ainsi un effet
inhibiteur indirect sur la différenciation ostéoclastique et la résorption osseuse. Cependant,
des travaux réalisés par 1’équipe d’Hakeda ont mis en évidence un effet inhibiteur direct de
I’OPG sur I’activité de résorption des ostéoclastes (Hakeda et al, 1998). Cette équipe suggere
alors la présence, a la surface de ces cellules, d’'un ou plusieurs récepteurs spécifiques de
I’OPG. Dans ce contexte, ce travail a port¢ sur I’étude des mécanismes impliqués dans
Iactivit¢ biologique de I’OPG dans deux modeles d’ostéoclastogenese: un modele
d’ostéoclastes purifiés de lapereaux et un modele de précurseurs ostéoclastiques murins, la
lignée RAW 264.7.

Des études récentes ont par ailleurs mis en évidence le réle prépondérant des
protéoglycanes, et en particulier de la famille des syndecans, dans la biologie de ’OPG. En
effet, Standal et al ont montré que, sur des cellules de myé¢lome, I’OPG pouvait se fixer, étre
internalisée puis dégradée et ce via le syndecan-1 (Standal et al 2002). L’implication des
protéoglycanes dans le systtme OPG / RANK-L / RANK a donc été également étudiée.

La deuxiéme partie de ce travail porte sur I’¢laboration d’une nouvelle approche
thérapeutique des tumeurs osseuses primitives. Comme décrit précédemment, le traitement de
ces pathologies est basé sur une exérese de la tumeur associée a une chimiothérapie lourde et
souvent mal tolérée. De plus, la survie est étroitement corrélée a la réponse des cellules
tumorales aux drogues anti-mitotiques, atteignant 70% a 5 ans dans les meilleures séries. La
réponse a ce traitement de référence est donc insuffisante dans le cadre des tumeurs osseuses

primitives malignes. Nous nous sommes ici intéressés a une approche d’immunothérapie
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adoptive visant a extraire puis amplifier des TIL, a partir de différentes tumeurs osseuses. Les
TIL ainsi obtenus seront ensuite caractérisés afin de déterminer leur intérét thérapeutique. Ces
travaux sont réalisés a partir de biopsies humaines mais également de tumeurs provenant d’un

modele d’ostéosarcome chez le rat.
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|. ETUDE DE L’ACTION DE L’OPG SUR LES OSTEOCLASTES
PURIFIES DE LAPIN

1.1. Obtention des ostéoclastes purifiés de lapin

1.1.1. Obtention des cellules osseuses totales

Prélévement des os

Des lapereaux de 11 jours sont euthanasiés par rupture des vertebres cervicales. Les os
longs sont prélevés puis placés dans un tube contenant 20 ml de milieu aMEM (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 1% d’antibiotiques (100 Ul/ml de pénicilline et

100 pg/ml de streptomycine) et 2 mM de L-glutamine (Cambrex, Verviers, Belgique).

Obtention des cellules osseuses

Les os sont nettoyés avec des compresses et les extrémités cartilagineuses sont
délicatement enlevées. Les os sont alors placés dans un tube (tube 1) de 50 ml contenant 5 ml
de milieu aMEM puis broyés avec des ciseaux longs. Trente cinq ml de milieu sont alors
ajoutés et le tube est agité fortement pendant 30 a 40 secondes. Aprés une sédimentation de 2
minutes (min), les 20 ml supérieurs contenant les cellules osseuses en suspension sont
prélevés et déposés dans un nouveau tube (tube 2). Vingt ml de milieu sont rajoutés dans le
tube 1 puis les étapes précédentes sont répétées : agitation au vortex, sédimentation et
prélevement des 20 ml supérieurs qui sont ajoutés au contenu du tube 2. Ce dernier est ensuite
centrifugé 3 min a 50 g a température ambiante (24°C). La totalité du surnageant obtenu est
transférée dans un troisiéme tube qui est centrifugé 10 min a 550 g. Le surnageant est éliminé
et le culot de cellules osseuses est remis en suspension dans 10 ml de milieu. Apres avoir été
numérées, les cellules sont ensemencées en plaques 24 puits a raison de 107 cellules par puits,
ou dans des flasques de 25 ou 75 cm? & une densité de 2,5 x 10° cellules/cmz, dans du milieu

oMEM contenant 10% de SVF (Dominique Dutscher, Brumath, France) et 1%
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d’antibiotiques, puis cultivées pendant 3 jours dans une atmosphere humide avec 5% de CO;

—95% d’air a 37°C.

1.1.2. Purification des ostéoclastes

Les ostéoclastes sont purifiés grace a une technique utilisant une solution de pronase-
EDTA. Cette technique est basée sur le fait que les ostéoclastes adherent plus fortement au
support de culture que les autres cellules osseuses, il est donc possible d’effectuer un
décollement séquentiel des cellules, les ostéoclastes se décollant en dernier.

Apres avoir éliminé le milieu de culture et rincé les puits avec du milieu sans sérum,
500 pl d’une solution de PBS / pronase 0,001% / EDTA 0,02% sont ajoutés dans chaque puits
et le détachement des cellules est suivi au microscope. Quand la majorité des petites cellules
mononucléées est décollée (environ 2 min aprés le début de I’incubation), I’enzyme est
enlevée et un ringage avec du milieu est effectué. Les puits contiennent alors des précurseurs
ostéoclastiques et des ostéoclastes matures purifiés qui sont maintenus en culture pendant 24
heures en milieu aMEM sans sérum, en présence des facteurs a étudier. Cette technique

permet d’obtenir une pureté en ostéoclastes matures de 95%.

1.2. Détermination de I’expression des transcrits MMP2 et MMP9 par RT-PCR

1.2.1. Extraction des ARN totaux

Les ostéoclastes de lapin sont incubés 24 heures en présence d’OPG (Amgen Inc.,
Thousand Oaks, USA) a différentes concentrations (10, 50 et 100 ng/ml), puis sont lysés avec
le réactif TRIzol (Invitrogen). Un grattage du tapis cellulaire est également effectué afin de
récupérer le maximum de matériel. Aprés 10 min d’incubation a température ambiante, 0,2

volume de chloroforme sont ajoutés, afin d’éliminer le phénol contenu dans le TRIzol, suivi
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d’une agitation de 15 secondes. Le mélange est incubé 3 min a température ambiante, puis
une centrifugation de 15 min a 4°C a 11500 g est ensuite réalisée. Dans ces conditions, les
ARN sont présents dans la phase aqueuse, la plupart des protéines et les petits fragments
d’ADN dans la phase organique et les protéines et les gros fragments d’ADN demeurent au
niveau de I’interface. Apres avoir prélevé la phase aqueuse, 0,5 volumes d’isopropanol sont
ajoutés afin de précipiter les ARN. Aprés 10 min d’incubation a température ambiante, une
centrifugation est effectuée a 11500 g a 4°C pendant 10 min. Le culot d’ARN est repris dans
un volume d’éthanol 75% puis incubé 10 min a température ambiante et centrifugé 10 min a
7500 g a 4°C. Le culot d’ARN est ensuite séché a température ambiante puis dissout dans
20 pul d’eau DEPC [diéthypyrocarbonate, inhibiteur des RNAses (Ribonucléases)] et incubé
10 min a 60°C pour dissoudre les ARN. La quantité d’ARN est estimée en mesurant la densité

optique (DO) a 260 nm et le degré de pureté est vérifié par le rapport DO,50/DO2s.

1.2.2. Vérification de I’intégrité des ARN

Une ¢lectrophorése en gel d’agarose/formaldéhyde est réalisée pour vérifier ’intégrité
des ARN et pour confirmer I’exactitude de la mesure de la concentration d’ARN. Un
microgramme d’ARN est mélangé a 5 pl de tampon de charge puis chauffé 5 min a 80°C. Les
¢échantillons sont ensuite déposés dans le gel. Des PCR sont également réalisées directement
sur ’ARN afin de vérifier que les extractions ne contiennent pas d’ADN génomique qui

pourrait interférer avec les résultats obtenus.

1.2.3. Reverse transcription (RT)

Dans un tube PCR le volume nécessaire pour Sug d’ARN totaux extraits est ajouté a

lul de random primers (amorces aléatoires). Le volume de cette solution est ajusté a 30 ul
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avec de I’eau DEPC. Cette solution subit une dénaturation a 95°C pendant 5 min suivie d’une
hybridation des oligo-dT aux queux poly-adénylées a 65°C pendant 10 min. Apres cette étape,
20 pul du mélange réactionnel suivant sont ajouté :

- 10 pl de tampon 5X (Invitrogen)

- Sl de dithiotréitol (DTT) a 100mM (Invitrogen)

- 2,5 ul de désoxyribonucléotides tri-phosphate (ANTP) a 10mM (Eurobio,

Courtaboeuf, France)

- 0.5 pl de Rnasine (Invitrogen)- inhibiteur des RNases

- 2 ulde MMLV-RT : Murine Moloney Virus-Reverse Transcriptase 200 U/ul

(Invitrogen)
Cette solution subit une polymérisation a 37°C pendant une heure et les complexes

ARNm/ADNCc ainsi que la reverse transcriptase sont dénaturés a 95°C pendant 5 min. Les

produits issus de la reverse transcription sont conservés a —20°C.

1.2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

a) Réaction de PCR

La réaction de PCR est effectuée dans un mélange réactionnel contenant :

2 ul de produit de RT

5 pl de tampon PCR 10X (Roche, Meylan, France)

3 pl de MgCl2 (25 mM) (Roche)

2 ul de ANTP (10 mM) (Eurobio)
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. . . Conditions (Tm ;
Molécule Séquences Taille (pb) nombre de cycles)
185 S:5°- TCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCG - 3° 462 62 °C
AS : 5°- TTATTGCTCAATCTCGGGTGGCTG - 3° 26 cycles
MMP2 de lapin S:5- AAGGCCAAGTGGTCCGTGTGAA - 3° 370 49 °C
AS : 5°- AACAGTGGACATGGCGGTCTCAG - 3’ 28 cycles
MMPO de lapin S : 5°- TGGCCGGCCACTGTGCGCCCCTCCGAG - 3° c6 49 °C
P AS : 5°- CACTAGGTTCACCTCGTTCCGGGTACT - 3° 28 cycles
. S:5°- AAGATGGTTCCAGAAGACGGT - 3° 68 °C
RANK de souris AS : 5’- CATAGAGTCAGTTCTGCTCGGA - 3’ 350 35 cycles
. S:5°- CAGCATCGCTCTGTTCCTGTA - 3° 61 °C
RANK-L desouris | Ag. s TCTCAGTCTATGCCTGAACTTTGAAAGC - 3’ 736 40 cycles
svndecan-1 humain S:5- AGCCAAGCTGACCTTCACAC -3’ 403 60 °C
y AS : 5°- GTTTGGTGGGCTTCTGGTAG - 3’ 40 cycles

Tableau 3 : Séquences oligonucléotidiques des différents primers utilisés en RT-PCR,

amplifiés.

0L

conditions d’utilisation et taille des fragments
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0,25 ul de Taq polymérase (5 U/ul) (Roche)
- 30 pmoles de chaque amorce sens et anti-sens (tableau 3)

Les conditions de réaction et le nombre de cycles de PCR sont déterminés pour chaque
couple d’amorces (tableau 3). Ainsi, pour chaque géne, des nombres de cycles croissants sont
réalisés afin de déterminer le nombre de cycles permettant de se situer dans la partie linéaire
de la courbe d’amplification. Le géne du 18S est utilis¢é comme gene de référence. Chaque

PCR est réalisée a partir de trois produits de RT différents.

b) Analyse des produits de PCR

Les produits de PCR sont analysés sur un gel d’agarose 1% contenant du bromure
d’éthidium. Apres migration, les produits de PCR sont visualisés sous UV puis enregistrés.
L’intensité des bandes est mesurée a 1’aide d’un logiciel d’analyse d’image (ImageQuant,
Molecular Dynamics). L’expression relative des différents genes est calculée en fonction de

I’intensité du signal du 18S.

1.3. Détermination de I’activité des métalloprotéases par zymographie

1.3.1. Préparation des cellules et recupération des surnageants

Les ostéoclastes sont cultivés comme décrit précédemment puis, apres 24 heures
d’incubation en présence des facteurs a tester, les surnageants sont récupérés et congelés a
-20°C jusqu’a analyse. Un dosage protéique est également effectué (cf. § 1.3.) pour déterminer
la quantité¢ globale de protéine contenue dans chaque surnageant de fagon a déposer une
quantité identique dans chaque puits.

Le facteur testé ici est ’OPG a différentes concentrations : 10, 50 et 100 ng/ml. Dans

certaines expériences, avant 1’ajout d’OPG a 50 ng/ml, les cellules sont pré-incubées pendant
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1 heure en présence ou non d’inhibiteurs de différentes voies de transduction : inhibiteur de la
PI; Kinase (Wortmannin a 500 nM, SIGMA, Saint Quentin Falavier, France), inhibiteur des
tyrosines kinases (Génistéine a 200 uM, SIGMA), inhibiteur de la protéine kinase A (PKI
5-24 a 100 nM, Calbiochem, La Jolla, USA), inhibiteur de la PKC et des kinases AMPc
dépendantes (H7 dihydrochloride a 100 uM, SIGMA), inhibiteur de ERK1 et ERK2
(PD98059 a 40 uM, Calbiochem), inhibiteur de Ras (FPT inhibitor II a 40 uM, Calbiochem)

et inhibiteur de p38 (SB203580 a 0,1 et 10 uM, Calbiochem).

1.3.2. Zymographie

Un gel de polyacrylamide a 10% contenant 0,2% de gélatine est réalisé. Les
¢chantillons sont dilués au quart dans le tampon d’échantillon et puis chargés en ajustant le
volume de fagon a avoir la méme quantit¢ de protéine dans chaque puits. La migration
s’effectue a 100 V jusqu’a la sortie du bleu du gel.

Le gel est ensuite lavé deux fois pendant 30 min dans une solution composée de Tris
HCl 50 mM pH 7,6, CaCl, 5 mM, Triton X100 a 2,5% permettant la renaturation des
protéines. Aprés deux rincages a 1’eau distillée, le gel est lavé deux fois dans une solution
composée de Tris HCI 50 mM pH 7,6, CaCl, 5 mM. Une incubation de 24 a 48 heures a 37°C
est alors réalisée dans le tampon de digestion (Tris HCI 50 mM pH 7,6, CaCl, 5 mM, d’azide
0,02%). La révélation s’effectue en colorant le gel au bleu de Coomassie puis en réalisant des
lavages dans la solution de décoloration. Il est possible d’observer, a I’endroit ou la protéine a
migré, une bande blanche correspondant a la dégradation de la gélatine.

L’analyse des résultats est réalisée grace au logiciel de traitement d’image

ImageQuant (Molecular Dynamics).
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1.3.3. Analyse statistique

L’écart-type est calculé pour chacune des conditions et comparé grace au test

ANOVA. Les résultats sont considérés comme significatifs lorsque P < 0,05.

1.4. Dosage protéigue

Les protéines contenues dans les surnageants de culture sont dosées par la méthode
BCA. Ce dosage a pour objectif la détermination de la quantité de protéine contenue dans
chaque échantillon de fagon a ce que les dépots effectués par la suite contiennent une quantité
identique de protéine.

Dans une plaque 96 puits a fond rond, 10 pl de surnageant de culture sont mis en
présence de 200 pl de réactif BCA (sulfate de cuivre dilué au 1/50 dans une solution d’acide
bicinchoninique, SIGMA). Une gamme contenant 10 pl d’albumine bovine sérique (BSA) a
différentes concentrations et 200 pl de réactif BCA est réalisée en parall¢le. La plaque est

ensuite incubée pendant 30 min a 37°C puis les densités optiques sont lues a 570 nm.
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Il. ETUDE DE L’ACTION DE L’OPG SUR LA LIGNEE RAW 264.7

11.1. Culture cellulaire

I1.1.1. Lignée cellulaire RAW 264.7

La lignée RAW 264.7, obtenue grace au Pr. Matsumoto (Japon), est une lignée
my¢éloide murine dont la particularité est de pouvoir se différencier en ostéoclastes in vitro en
présence de RANK-L.

Les cellules sont cultivées en milieu aMEM sans rouge de phénol (Invitrogen)
contenant 2 mM de L-glutamine et supplémenté avec 10% de SVF (Dominique Dutscher) et
1% d’acides aminés non essentiels (Invitrogen). A confluence, ces cellules sont grattées a
I’aide d’un scrapper, puis remises a incuber pendant 2/3 min a 37°C afin d’¢éliminer les
macrophagse qui ré-adhérent au plastique. Les cellules surnageantes sont ensuite collectées,
centrifugées puis remises en culture dans une atmosphere humide avec 5% de CO; — 95%
d’air a 37°C.

La différenciation des RAW 264.7 en cellules ostéoclastiques est obtenue en les
cultivant 10 jours en présence de RANK-L a 50 ng/ml (Amgen Inc.) avec changement de

milieu tous les deux jours.

11.1.2. Lignée cellulaire 2.93 RANK-L

Il s’agit d’une lignée de cellules de rein feetal humain transfectées par I’ADNc codant
pour RANK-L de souris, obtenue grace au Dr R. Josien (Inserm U643, Nantes, France). Elles
sont cultivées en miliecu DMEM (Cambrex) supplémenté avec 10% de SVF dans une

atmosphére humide avec 5% de CO, — 95% d’air a 37°C. A confluence, leur décollement
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s’effectue par une trypsination (solution de trypsine EDTA-PBS, Cambrex) quelques minutes

a37°C.

11.2. Détermination de I’expression des transcrits RANK et RANK-L par PCR

Les ARN totaux de cellules 2.93 RANK-L et de cellules RAW 264.7 différenciées ont
¢été extraits comme décrit précédemment. Apres reverse transcription, 1I’expression de RANK
et de RANK-L a été¢ déterminée par PCR, en comparaison au 18S, en utilisant les conditions

et amorces répertoriées dans le tableau 3.

11.3. Etude des voies de signalisation dépendantes de I’OPG par western blot

11.3.1. Préparation des lysats cellulaires

Les cellules RAW 264.7 différenciées en cellules ostéoclastiques sont cultivées sans
sérum pendant 24 heures puis mises en présence ou non d’OPG a 50 ng/ml pendant 2, 5, 10,
15 ou 30 min. Dans une autre série d’expériences les cellules sont incubées pendant 5 min en
présence ou non d’OPG ou de RANK-L a 50 ng/ml, avec ou sans anticorps anti-RANK-L a
4 png/ml (R&D System, Abington, GB). Dans certains cas, apres la période de culture sans
sérum, les cellules sont mises en présence de RANK-L a 50 ng/ml pendant 2 heures puis
lavées ou non avant leur incubation avec les facteurs décrits précédemment.

Apres ces différentes incubations les plaques de culture sont placées sur de la glace et
les puits sont rincés avec du PBS froid. Le tampon de lyse est alors ajouté dans chaque puits
(50 pl pour les puits d’une plaque 24 puits et 200 pl pour ceux d’une plaque 6 puits) et les
plaques sont placées a 4°C sous agitation pendant 30 min. Les lysats cellulaires sont ensuite
récupérés dans des tubes Eppendorf puis centrifugés a 10000 g pendant 15 min a 4°C. Ces

lysats sont alors conservés a —20°C jusqu’a analyse.
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11.3.2. Migration et transfert

Les lysats cellulaires sont dilués au demi dans le tampon de charge et portés a
¢bullition pendant 5 min. Ces dilutions sont ensuite chargées dans les puits d’un gel
dénaturant a 10% d’acrylamide. Le volume chargé est ajusté de fagcon a avoir la méme
quantité¢ de protéine dans chaque puits (cf. dosage protéique § 1.3.). La migration est réalisée
dans un tampon dénaturant (Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%) avec un courant de
20 mA par gel et est stoppée des la sortie du gel du tampon de charge.

Les protéines qui ont préalablement été séparées par é€lectrophorése sont transférées
sur une membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidéne ; Immobilon™-P, Millipore,
Watford, G.B.). Le transfert est réalisé¢ dans une cuve spéciale (Transphor Tank Transfer Unit,
Amersham Biosciences, Piscataway, USA) contenant du tampon composé de Tris 25 mM,

glycine 192 mM, méthanol 20% sur une période de 16 heures avec un courant de 40 mA.

11.3.3. Marquage et révélation

Aprés le transfert, la membrane est rincée deux fois dans une solution de PBS /
Tween-20 0,05% puis une étape de saturation est réalisée en incubant la membrane 30 min a
température ambiante sous agitation dans la solution de saturation 1 (PBS / Tween-20 0,05% /
BSA 3%). La membrane est ensuite incubée en présence d’anticorps anti-phospho-ERK1/2,
anti-phospho-p38 (Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France), anti-ERK1/2 ou anti-p38
(R&D System) dilués au 1/1000°™ dans la solution de saturation 1 (concentration finale de
1 pg/ml) et incubée 2 heures sous agitation a température ambiante.

Cinq lavages de 10 min chacun dans une solution de PBS / Tween-20 0,05% sont
réalisés, puis une nouvelle étape de saturation de 15 min avec la solution 2 (PBS / Tween-20

0,05% / lait en poudre sans lipides 5%) est effectuée. La membrane est alors incubée, pendant
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45 min sous agitation a température ambiante, avec un anticorps anti-IgG de souris ou
anti-IgG de lapin couplés a la peroxydase (Chemicon International Inc., Temecula, USA)
dilué¢ dans la solution de saturation 2 de fagon a obtenir une concentration finale de
50 mU/ml, puis 5 lavages de 10 min dans la solution de PBS / Tween-20 0,05% sont
effectués.

La révélation est réalisée en incubant la membrane 1 min dans une solution ECL (BM
Chemiluminescence Blotting substrate, Roche) contenant le substrat de I’enzyme peroxydase,

le luminol.

11.4. Cytométrie en flux

Les cellules RAW 264.7 sont cultivées 10 jours en présence de RANK-L comme
décrit précédemment. Au terme de cette période de culture, la présence de RANK-L sur la
surface cellulaire est déterminée par cytométrie en flux.

Les cellules décollées grace a une solution de PBS/EDTA 0,5 mM (Invitrogen) sont
lavées deux fois dans une solution de PBS puis réparties dans une plaque 96 puits a fond
conique a raison de 2.10° cellules par puits. Elles sont ensuite incubées 15 min a température
ambiante dans une solution de PBS/BSA 1% puis marquées pendant 1 heure a 4°C avec
0,2 pg d’un anticorps anti-RANK-L humain biotinylé (Peprotech, Londres, GB), dilué¢ dans
du PBS/BSA 1%. Trois lavages dans du PBS sont alors réalisés puis les cellules sont incubées
45 min avec de la streptavidine couplée a la phycoérythrine (SIGMA). Aprés trois lavages
dans du PBS les cellules sont analysées par cytométrie en flux (FACs calibur, BD

Biosciences, San José, USA).
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I1l. ETUDE DES INTERACTIONS MOLECULAIRES ENTRE OPG,
RANK-L, RANKET LES GLYCOSAMINOGLYCANES

111.1. Expériences de résonance plasmonique de surface (BlAcore)

Le fonctionnement de 1’appareil BIAcore est bas¢ sur le phénomeéne optique de
résonance plasmonique de surface. Cet appareil permet 1'analyse d'interactions biospécifiques
en temps réel dans un débit continu de tampon. Les molécules étudiées sont immobilisées par
couplage amine sur des sensor chips de dextran carboxylé puis différentes molécules
susceptibles d'interagir avec ce support (analytes) sont injectées en solution. L'intensité des
fixations est quantifiée en unité de résonance (RU).

Les expériences ont ici été réalisées avec un BlIAcore 2000 (BIAcore, Uppsala,

Sweden) présent au sein de I’IFR 26 de Nantes.

111.1.1. Immobilisation

L’immobilisation d’une molécule sur le support de dextran s’effectue en trois phases :

- activation des groupements carboxyles du dextran par une solution de EDC-
NHS (carbo-diimide, N-hydroxysuccinimide).

- passage de la molécule a immobiliser diluée dans un tampon dont le pH est
inférieur au point isoélectrique de la molécule. Il y a alors association entre les groupements
amines de la protéine et les groupements carboxyles activés du dextran.

- 1inactivation des sites n’ayant pas été utilisés pour la fixation de la protéine, par

une solution d’éthanolamine.

L’OPG (a 2 ou 71 pg/ml dans du maléate de sodium 5 mM, pH 6,0), RANK-L (a

5 pg/ml dans du maléate de sodium 5 mM, pH 5,75) et RANK (a 1 ou 10 pg/ml dans de
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I’acétate de sodium 10 mM, pH 5,0) sont immobilisés de maniere covalente sur la matrice de
dextran d’une sensor chip CM5 (BIAcore) a un débit de 5 pl/min.

L’ héparine biotinylée de la muqueuse intestinale de porc, obtenue grace au Pr S.
Ricard-Blum (Institut de biologie structurale - CEA-CNRS-UJF, Grenoble, France) est
injectée sur une sensor chip-SA (streptavidine) (BIAcore) dans une solution d’Hepes 10 mM,

pH 7,4, NaCl 0,3 M, surfactant P20 0,005%, a un débit de 10 ul/min.

111.1.2. Injection des analytes et analyses des résultats

Les molécules étudiées sont diluées a la concentration souhaitée puis injectées en flux
constant a la surface de la sensor chip. L’intensité de la fixation (ou réponse) s’exprime en
unité de résonance (RU) et 1000 RU correspondent 4 la fixation de 1 ng de protéine par mm®

de surface. Une réponse est considérée comme significative a partir de 50 RU.

Pour les expériences avec OPG, RANK-L ou RANK immobilisés, les molécules a
tester sont diluées puis injectées a la surface de la sensor chip dans du tampon Hepes 10 mM,
pH 7.4 contenant du NaCl 0,15 M, de ’EDTA 3 mM et du surfactant P20 0,005% (tampon
HBS-EP, BIAcore) a un débit de 5 pl/min.

Pour les expériences avec I’héparine immobilisée, les molécules a tester sont diluées
puis injectées dans du tampon Hepes 10 mM, pH 7.4 contenant du NaCl 0,15 M et du
surfactant P20 0,005% (tampon HBS-P, BIAcore) a un débit de 10 pl/min.

Un sensorgramme « controle » correspondant a I’injection des molécules a tester sur la
matrice de dextran seule est toujours réalisé¢ en parallele, ainsi, par soustraction avec les
sensorgrammes « essai », la fixation réelle de la molécule testée peut étre déterminée. Les

sensorgrammes obtenus sont analysés grace au logiciel BIAevaluation.
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111.2. Oligosaccharides et héparines sélectivement désulfatées

Parmi les molécules testées dans les expériences de résonance plasmonique de surface,
se trouvent des oligosaccharides et des molécules d’héparines sélectivement désulfatées. Ces
molécules nous ont généreusement ¢été données par le Pr J. Gallagher (Département
d’Oncologie Médicale, Christie Hospital NHS Trust, Manchester, GB).

Les molécules d’héparine sélectivement désulfatées sont produites suivant les
protocoles décrits dans Dl’article de 2000 de Lyon et al. La molécule d’héparine initiale
contient 97,7% de groupes N-sulfate, 89,3% de groupes 2-O-sulfate et 92,4% de groupes
6-O-sulfate. L’héparine N-désulfatée ou N-désulfatée/N-ré-acetylée contient 90,5% de
groupes 2-O-sulfate, 85,3% de groupes 6-O-sulfate et un faible pourcentage de groupes
N-sulfate résiduels (2,4%). L héparine 2-O-désulfatée contient 80,2% de groupes 6-O-sulfate,
91,4% de groupes N-sulfate et 2,2% de groupes 2-O-sulfate résiduels. L’héparine
6-O-désulfatée contient 98,2% de groupes N-sulfate, 54,7% de groupes 2-O-sulfate et 4,2% de
groupes 6-O-sulfate résiduels.

Les oligosaccharides sont produits suivant le protocole décrit dans 1’article de 2002 de
Goger et al. L’héparine est digérée par de I’héparinase (SIGMA) et les oligosaccharides

obtenus sont séparés par chromatographie grace a une colonne Bio-Gel P-10.
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IV. ETUDE DE LA FIXATION D’OPG RADIOMARQUEE

1V.1. Culture cellulaire

Les cellules 2.93 RANK correspondent a une lignée de cellules de rein foetal humain
transfectées par I’ADNc codant pour RANK humain, obtenue grace au Dr N. Sakurai (Tanabe
Research Laboratories, San Diego, USA). Elles sont cultivées en milieu DMEM (Cambrex)
supplémenté avec 10% de SVF dans une atmosphere humide avec 5% de CO; — 95% d’air a
37°C. A confluence, leur décollement s’effectue par une trypsination (solution de trypsine
EDTA-PBS, Cambrex) quelques minutes a 37°C. Les cellules 2.93 non transfectées sont

cultivées dans les mémes conditions.

1V.2. Radiomarguage de I’OPG a I’iode 125

IV.2.1. Principe

L’OPG est iodinée suivant la méthode décrite par Tejedor et Ballesta en 1982. Cette
technique consiste a fixer de I’iode 125 (**°I) sur les noyaux aromatiques de la protéine a
marquer (essentiellement sur les tyrosines et sur quelques histidines), par la substitution
d’atomes d’hydrogene. L’iode ne peut réagir sur les cycles aromatiques que sous la forme
cationique I". Ce cation est obtenu par oxydation d’ions '*’I" grace & divers agents chimiques
tels que I’iodogéne ou la chloramine T. Deux atomes d’'*’I peuvent se fixer par molécule de
tyrosine.

Pour le radiomarquage de I’OPG, la chloramine T est utilisée comme agent oxydant,
mais contrairement a la technique standard qui met en contact direct I’oxydant et le substrat,
nous utilisons un systéme a deux phases. Par cette méthode nous diminuons les risques de

dénaturation de la protéine.
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Les deux phases de la réaction sont les suivantes :
- une phase liquide contenant la cytokine et I’'**INa

- une phase solide génératrice de chlore gazeux a partir de la chloramine T.

S — ' T Papier filtre imbibé de
Lamelle de Na CI'+ ChIT+H,0 > Cl, NaCl et de chloramine T
verre /
1251+ <« 1251- + Cl’) /

151" + Protéine — '*’I-Protéine

Cupule de réaction

IV.2.2. Préparation du matériel et iodation de la cytokine

Une pastille de papier filtre de 1 cm de diametre imbibée de NaCl 1 M et séchée a
température ambiante est déposée sur une lamelle de verre. Une cupule en polypropyléne
(environ 1 cm de diamétre et 1 cm de profondeur) est fixée sur un support. Un tube en verre
contenant 16 mg de chloramine T est préparé (SIGMA).

Dans la cupule de réaction 5 pg de cytokine et 5 ul d’'*’INa soit 0,5 uCi (Amersham)
sont ajoutés a du tampon phosphate 100 mM, Tween 20 0,02%, pH 7,4 pour un volume final
de 50 pl (phase liquide de la réaction). Les bords de la cupule sont enduits de graisse de
silicone afin d’assurer une bonne étanchéité.

La chloramine T est dissoute dans 1 ml de tampon borate 25 mM, pH 8,5 puis 30 ul de
cette solution sont déposés sur la pastille de papier filtre posée sur la lamelle de verre (phase
solide). La réaction est initialisée en renversant la lamelle sur la cupule.

Une incubation de 10 min a température ambiante est réalisée puis 1’opération est
renouvelée avec une nouvelle pastille de papier filtre et une nouvelle solution de chloramine

T. Apres ces deux étapes de 10 min la réaction est stoppée en ajoutant dans la cupule 20 ul de
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KI 100 mM : le chlore gazeux se fixe au potassium pour former du KCI est des ions I'. Deux

microlitres de ce mélange sont prélevés pour une précipitation a 1’acide trichloracétique.

IVV.2.3. Séparation de I’iode libre et de la cytokine radiomarquée

La séparation de l’iode libre et de la cytokine radiomarquée s’effectue par
chromatographie d’exclusion-diffusion sur une colonne de Sephadex G25 medium
(Pharmacia, Suéde). L>'*I libre de faible poids moléculaire sera éluée plus tardivement que
les cytokines radiomarquées.

Le gel est mis a gonfler dans du tampon phosphate 100 mM, Tween 20 0,02%, pH 7,4
puis coulé dans une pipette de 5 ml dont I’extrémité est bouchée par une bille de verre. Le
milieu réactionnel est déposé a la surface de la colonne et élué avec du tampon phosphate.
L’¢luat est recueilli dans une série de tubes en verre par fractions de cinq gouttes. Apres
comptage de la radioactivité présente dans le premier pic d’¢lution, les deux tubes présentant
la radioactivité la plus élevée sont conservés et réunis. Deux microlitres de cette solution sont
prélevés pour un comptage de la radioactivité au compteur gamma LKB (détermination de la
radioactivité de la protéine en cpm/pl) et 2 pl sont également prélevés pour une précipitation a

I’acide trichloracétique.

1VV.2.4. Rendement de I’iodation

Le calcul du rendement de I’iodation repose sur la précipitation de la protéine
radiomarquée par 1’acide trichloracétique (TCA) 30% (SIGMA).

Les 2 pl prélevés avant et aprés passage sur la colonne sont mélangés a 500 pl de
PBS-BSA 0,5% et 200 ul de TCA 30%. Les tubes sont agités au vortex et placés 20 min a

4°C. Apres cette incubation 100 pl sont prélevés pour un comptage de la radioactivité totale
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avant et apres passage sur la colonne. Le reste est centrifugé 2 min a 10000g et 100 ul du
surnageant sont prélevés puis comptés dans un compteur gamma LKB.
Interprétation :
- la radioactivité totale (T) correspond a la radioactivité de I''*I et de la cytokine
marquee.
- la radioactivité du surnageant (S) correspond a la radioactivité de I''*I libre (la
protéine marquée ayant été précipitée par le TCA).
Il est alors possible de calculer le pourcentage de TCA précipitable qui correspond au

pourcentage de 1’'*I initial ayant servi 4 marquer la cytokine :

% de TCA précipitable =[1 - (S/T)] * 100

IV.2.5. Calcul de la radioactivité spécifique (RAS) et de la concentration de la

molécule radiomarquée

Calcul de la RAS

Sachant que :
- Tac = radioactivité totale avant colonne, en cpm
- Sac =radioactivité du surnageant avant colonne, en cpm
- Q= quantité de protéine initiale, en gramme
- PM = poids moléculaire de la protéine en g/mol

il est possible de définir :
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(Tac—Sac) *7*35

RAS (cpm/fmol) =
(Q/PM) /107"

Calcul de la concentration de la molécule radiomarquée

Connaissant la radioactivité de la protéine radiomarquée en cpm/pl et la RAS, il est

possible de déterminer la concentration de la protéine :

] . radioactivité de la protéine (cpm/pL) * 10°
Concentration de la protéine  _

radiomarquée (mol/L) RAS (cpm/fmol) * 10"

IV.3. Etude de la fixation d’OPG radiomarquée sur les cellules 2.93 RANK-L ou
2.93 RANK

L’¢tude de la liaison ligand-récepteur repose sur une analyse de cette liaison a
I’équilibre. Pour cela, une gamme de concentrations croissantes du ligand marqué est réalisée
puis incubée avec des cellules porteuses potentielles du récepteur. Pendant les 90 min
d’incubation a 4°C (conditions requises pour atteindre I’équilibre), le ligand se fixe de fagon
non covalente a son récepteur. La liaison totale est ainsi obtenue. La liaison non spécifique,
qui peut étre due soit a la fixation non spécifique du ligand marqué sur les cellules, soit a une
mauvaise séparation du ligand libre du culot cellulaire, est obtenue dans les mémes conditions
mais en présence d’un exces de 100 fois de ligand froid. La liaison spécifique se calcule alors

comme la différence entre la liaison totale et la liaison non spécifique.
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IV.3.1. Technique

Préparation des cellules

Apres avoir été lavées deux fois dans leur milieu de culture et numérées, les cellules
2.93 et 2.93 RANK-L sont centrifugées pendant 5 min a 550 g puis remises en suspension
dans du PBS-BSA 0.5% & une concentration de 40 x 10° cellules par ml. Aprés avoir été
décollées puis lavées dans leur milieu de culture, les cellules 2.93 RANK sont incubées en
présence ou non de RANK-L a 500 ng/ml pendant 45 min a 4°C ou a température ambiante.
Les cellules sont alors lavées deux fois puis remises en suspension dans du PBS-BSA 0.5% a

une concentration de 40 x 10° cellules par ml.

Dilutions de I’OPG radiomarquée

Dans une plaque 96 puits fonds ronds une premiere dilution est effectuée dans un
volume final de 75 pl dans du PBS-BSA 0,5%. Des dilutions de 2/3 en 2/3 sont réalisées a
partir de ce premier puits. Le volume de chaque puits est alors de 25 pl. Afin de déterminer la
liaison non spécifique trois dilutions de concentrations différentes de cytokine radiomarquée
sont réalisées et un exces de 100 fois de ligand froid est ajouté (conditions « non

spécifiques »).

Incubation de I’OPG avec différents facteurs

Afin de tester I’effet de différents facteurs sur la fixation de I’OPG radiomarquée,
plusieurs pré-incubations sont effectuées. Des gammes d’héparine, de tétrasaccharide, de
décasaccharide (0,02 a 5 uM) ou de RANK-L soluble (0,49 nM a 1 uM) dans du PBS-BSA
0,5% sont réalisées dans une plaque 96 puits fonds ronds puis I’OPG est ajoutée a une
concentration fixe (1 nM) pour un volume final de 25 pl. Aprés une incubation d’une heure a

température ambiante, ces gammes sont traitées comme celle de ’OPG seule.
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Réaction de liaison

Les cellules 2.93 ou 2.93 RANK-L sont déposées dans les puits contenant ’OPG
radiomarquée seule ou pré-incubée avec les facteurs précédemment cités (uniquement pour
les cellules 2.93 RANK-L), dans un volume de 25 pl (soit 10° cellules par puits). Les cellules
2.93 RANK pré-incubées ou non avec RANK-L sont ajoutées dans les puits contenant la
gamme d’OPG radiomarquée, dans un volume de 25 pul (soit 10° cellules par puits). Le
volume total de chaque puits est alors de 50 ul. La plaque est ensuite incubée 90 min a 4°C

sous agitation douce.

Séparation du ligand lié et du ligand libre

A la fin de I’incubation, le contenu de chaque puis est prélevé puis déposé, dans des
microtubes Eppendorf, a la surface d’'un mélange huileux composé de 10% d’huile de
paraffine et de 90% de dibutylphtalate (SIGMA). La séparation s’effectue par centrifugation
pendant 4 min a 10000 g. Les tubes sont ensuite congelés rapidement dans de 1’azote liquide
puis coupés juste au dessus du culot cellulaire. Le surnageant, resté au dessus de la phase
huileuse, contient la fraction de ligand marqué libre tandis que le culot contient les cellules
ayant fixé la cytokine radiomarquée. La radioactivité¢ des deux fractions est mesurée a I’aide

d’un compteur gamma.

1V.3.2. Analyse mathématique de la liaison

Les données obtenues a I’issue du comptage sont analysées a I’aide d’un programme
de régression non linéaire et multi-paramétrique (Graphit, Erithacus Software Ltd., Staines,

G.B.).
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Etablissement de I’équation de Scatchard
Soit :
- Bmax : nombre maximum de récepteurs spécifiques présents sur la cellule
- F :radioactivité du ligand libre (Free)
- B :radioactivité du ligand li¢ (Bound)
- Kd: constante de dissociation du complexe ligand- récepteur. Elle correspond
a la concentration en ligand pour laquelle la moiti¢ des récepteurs est occupée.

- R : concentration en récepteur libre

Alors : Bmax=R +B et Kd=(F *R)/B

Par I’intégration de ces deux équations I’équation de Scatchard est déterminée ce qui

permet d’obtenir la constante de dissociation (Kd) et le nombre maximum moyen de

récepteurs par cellules (Bmax). L’équation suivante est obtenue :

B/F =(Bmax-B)/Kd

La liaison spécifique de la cytokine radiomarquée sur ses récepteurs est analysée en
tracant la courbe de saturation B = f(F) et la représentation de Scatchard B /F = f(B) (figure
11). La courbe de Scatchard donne, apres soustraction de la composante non spécifique, le Kd
déterminé par la pente de la droite et le nombre de récepteurs par cellules correspondant a la

valeur du point situé a I’intersection de la droite et de I’axe des abscisses.
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A - Courbes de saturation

Liaison totale
Liaison spécifique

Liaison non spécifique

> F

B

A

_______________ Liaison spécifique

Bmax /2 |-- B =Bmax * F/ (Kd + F)
: > F
Kd
B - Représentation de Scatchard
B/F
A
Bmax / Kd
Pente = -1/Kd
» B
Bmax

Figure 11 : Représentations théoriques des courbes de saturation (A) et représentation
de Scatchard correspondante (B).

90



MATERIELS ET METHODES

Calcul du nombre moyen de récepteurs par cellules
Connaissant les parameétres B et F en cpm il est possible de déduire le nombre moyen

de récepteurs par cellule.

Soit :
- X :nombre de cpm spécifiques
-y :nombre de cellules par puits
- RAS : radioactivité spécifique du ligand marqué en cpm/femtomole
- N :nombre d’Avogadro (6.023*10%)
- n:nombre de récepteurs par cellule
Alors :

n = (x*N) / (RAS*y*10")
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V. INFLUENCE DE L’OPG SUR LA DEMIE VIE DE RANK-L

V.1. Etude du devenir de I’OPG liée aux cellules 2.93 RANK-L par microscopie

confocale

Les cellules 2.93 RANK-L sont incubées en présence ou non d’OPG a 100 ng/ml
pendant 1 heure a 4°C puis lavées 2 fois avec du milieu frais. Le milieu est ensuite remplacé
par du milieu frais sans OPG et les cellules sont incubées a 37°C pendant 30 min, 1 heure ou
3 heures. Apres cette incubation les cellules sont replacées a 4°C puis déposées sur des lames
de verre a 1’aide d’un cytospin. Les lames sont alors placées dans de 1’acétone pendant 5 min
a température ambiante, lavées 3 fois dans du PBS, incubées pendant 5 min dans du PBS-
0,1% Triton 100X et de nouveau lavées 3 fois dans du PBS. Les cellules sont ensuite incubées
avec du PBS/BSA 4% pendant 15 min afin de saturer les sites de liaison non spécifiques, et
mises en présence d’un anticorps anti-OPG biotinylé (R&D Systems) a 15 pg/ml a
température ambiante pendant 1 heure. Aprés 2 lavages avec du PBS/BSA 1% une nouvelle
incubation de 30 min est réalisée avec une solution de streptavidine-FITC diluée au 1/200°™
(R&D Systems). Aprés 2 lavages les cellules sont analysées a 1’aide d’un microscope

confocal (LEICA TCS-SP1). Les images sont analysées grace au logiciel Zeiss LSM.

V.2. Etude de I’influence de I’OPG sur I’expression de RANK-L par western blot

Les cellules 2.93 RANK-L sont cultivées jusqu’a atteindre 80% de confluence puis
incubées en présence d’un inhibiteur de la synthése protéique, le cyclohéximide (SIGMA), a
4 ng/ml, avec ou sans OPG a 100 ng/ml (0,91 nM) pendant 2, 3, 4 ou 6 heures. Dans d’autres
expériences I’OPG est pré-incubée pendant 30 min a température ambiante avec 91 nM
d’héparine, de tétrasaccharide, de décasaccharide, d’héparane sulfate, de dermatane sulfate ou

de chondroitine sulfate (SIGMA) avant d’étre ajoutée sur les cellules.
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Les cellules 2.93 RANK-L sont alors lysées puis un western blot est réalis¢ selon un
protocole similaire a celui décrit précédemment. Brievement, des quantités équivalentes de
protéines sont séparées par électrophorese dans un gel dénaturant & 10% d’acrylamide puis
transférées sur une membrane de PVDF. Aprées une incubation de 30 min dans une solution de
saturation (PBS / Tween-20 0,05% / BSA 3%) la membrane est incubée avec un anticorps
anti-RANK-L (Active Motif) pendant une nuit a 4°C. Trois lavages de 5 min dans du PBS /
Tween-20 0,05% sont alors effectués puis une saturation de 15 min dans une solution de PBS
/ Tween-20 0,05% / lait en poudre sans lipides 5% est réalisée suivie d’une incubation de 45
min avec un anticorps anti-IgG de souris couplé a la péroxidase (Chemicon International
Inc.). La membrane est ensuite lavée plusieurs fois puis révélée aprés incubation dans une

solution ECL.
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VI. SOUS-CLONAGE ET TRANSFECTION DU SYNDECAN-1

V1.1. Sous-clonage du syndecan-1

VI1.1.1. Digestion par les enzymes de restriction et action de la phosphatase

alcaline

Le plasmide pcDNAjs-néomycine contenant I’ADNc codant pour le syndecan-1
(« plasmide de départ ») ainsi que le plasmide pcDNA3-hygromycine (« plasmide d’arrivée »)
(figure 12) sont digérés par les enzymes de restriction Not I et Hind III (New England
BioLabs, Ipswich, USA) pendant une heure a 37°C suivi de 20 min a 65°C ce qui permet
I’inactivation des enzymes. Afin de limiter la re-circularisation du plasmide pcDNAj-
néomycine avec I’insert syndecan-1, une digestion par une troisiéme enzyme de restriction,
Spe 1, est réalisée. Les différentes endonucléases de restriction ont été utilisées a raison de 5-
10 unités par pg d'ADN, conformément aux indications du fournisseur, en utilisant a chaque
fois le tampon d'activité optimale délivré avec l'enzyme.

Afin de limiter le repliement du pcDNAj3-hygromycine une déphosphorylation par la
phosphatase alcaline des extrémités 5’ est effectuée. La solution plasmidique est incubée
pendant 30 min a 37°C avec 1 U de phosphatase alcaline, puis I’enzyme est inactivée par une

incubation de 20 min a 65°C.

VI1.1.2. Ligation

La ligation se déroule dans un volume de 20 pl. Différentes conditions sont testées :
- la solution plasmidique contenant le pcDNAj-néomycine/syndecan-1 digéré

par Not I, Hind III et Spe I (solution plasmidique 1)
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peDNA3.1 (1)
5428/5427 bp

Figure 12 : Cartes des plasmides pcDNAs-neomycine (A) et pcDNAs-hygromycine (B).

L’ ADNCc codant pour le syndecan-1 est inséré dans le pPCDNA3z-neomycine entre les sites de restriction Kpn I et Not 1.
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- la solution plasmidique contenant le pcDNAj-hygromycine digéré par Not I,
Hind III et ayant subi 1’action de la phosphatase alcaline (solution plasmidique
2)

- les deux solutions plasmidiques précédentes ensemble

Ces différents mélanges sont placés 5 min a 42°C de fagon a faciliter le rapprochement
des extrémités cohésives et a favoriser 1’action de la T4-DNA ligase (Invitrogen). Une unité
de T4-DNA ligase est ensuite ajoutée dans chaque solution et la ligation s’effectue pendant
1 heure a 24,5°C suivi de 9 heures a 16°C. Un témoin sans T4-DNA ligase est réalisé pour

chaque condition.

V1.2. Transformation bactérienne par choc thermique

A 100 pl d’une solution d’Escherichia coli DH5a préalablement rendues compétentes
et sensibles a I’ampicilline, sont ajoutés au 10 ul d’ADN issu de chaque condition de ligation.
Ces mélanges sont maintenus 30 min sur de la glace puis placés 45 secondes a 42°C ce qui
accentue la déstabilisation des couches lipidiques et stimule la pénétration de I’ADN. Suite a
ce choc thermique, les bactéries sont incubées une heure sous agitation orbitale a 37°C dans
du milieu LB (milieu nutritif non sélectif). Les bactéries sont ensuite étalées sur du milieu LB
solidifié et supplémenté avec de l'ampicilline a la concentration finale de 100 pg/ml puis

incubées une nuit a 37°C.

V1.3. Mini préparation d’ADN plasmidigue

Environ 20 colonies bactériennes obtenues précédemment sont prélevées, solubilisées

dans 2 ml de milieu LB supplémenté avec 100 pg/ml d’ampicilline puis placé sous agitation
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orbitale a 37°C pour la nuit. Les cultures bactériennes ainsi obtenues sont centrifugées
environ 15 secondes a 10000 g puis le culot est solubilis¢ dans 150 ul de solution I (50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA). 150 ul de solution IT (200 mM NaOH,
SDS 1%) sont alors ajoutés, le contenu du tube est mélangé par inversion 4-5 fois et une
incubation de 3 min est réalisée a température ambiante. Afin d’arréter la lyse, 150 ul de
solution III froide (3,0 M d’acétate de potassium, pH 5,5) sont ajoutés suivi d’une incubation
de 5 min dans la glace.

Aprés une centrifugation de 3 min a 10000 g, le surnageant est prélevé et
mélangé a une solution contenant 300 ul de phénol et 150 pl de chloroforme. Une seconde
centrifugation d’une minute est réalisée. La phase supérieure est récupérée puis 2,5 volumes
d’éthanol a -20°C sont ajoutés. Apres une incubation de 10 min a -20°C une centrifugation de
5 min est effectuée. L’éthanol est ¢liminé puis le culot est séché et solubilisé dans 20 pl d’eau

pure.

V1.4. Analyse du contenu des plasmides

L’ADN obtenu grace aux mini-préparations est digéré par Hind III et Not I comme
décrit précédemment afin de vérifier la présence de 1’insert syndecan-1. Les produits de ces
digestions sont ensuite analysés par migration électrophorétique sur gel d’agarose a 1%. Les
clones ayant intégré le plasmide muni de I’insert syndecan-1 sont de nouveau digérés par une
autre enzyme de restriction, Sac II, ayant un site de reconnaissance uniquement sur le vecteur
pcDNA;-hygromycine. Une seconde électrophorése permettra de visualiser les clones positifs
pour l’insert dans le plasmide désiré, pcDNAj-hygromycine. La présence de I’insert
syndecan-1 dans les clones est également vérifiée par PCR, en comparaison au pcDNA;3-

néomycine/syndecan-1, en utilisant les conditions et amorces répertoriées dans le tableau 3.
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VI.5. Transfection des cellules 2.93 RANK par le plasmide pcDNAs-

hygromycine/syndecan-1

Les cellules 2.93 RANK sont ensemencées en plaques 6 puits et cultivées en milieu
DMEM supplémenté avec 10% de SVF jusqu’a ce qu’elles atteignent 70% de confluence.
Dans un tube Eppendorf, une solution de FuGENE (Roche) est mélangée a du milieu DMEM
sans sérum ni antibiotique. L’ADN plasmidique est ensuite ajouté pour un volume final de
100 pl et un rapport entre la solution de FUuGENE et I’ADN respectivement de 3 :1. Le
mélange FuGENE-ADN est alors incubé pendant 30 min a température ambiante avant d’étre
ajouté sur les cellules. Aprés une nuit a 37°C, le milieu de culture est changé et remplacé par
du milieu DMEM supplémenté avec 10% de SVF et de I’hygromycine B (InvivoGen, San
Diego, USA) a une concentration de 125 pg/ml. Le milieu de culture avec antibiotique est
alors changé tous les deux jours jusqu’a sélection de cellules résistantes c’est a dire ayant

incorporé de plasmide pcDNAj3-hygromycine/syndecan-1.
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VII. ANALYSE PHENOTYPIQUE ET FONCTIONNELLE DE
LYMPHOCYTES INFILTRANT LES TUMEURS

VII.1. Patients

Vingt-sept patients atteints de tumeurs osseuses [6 ostéosarcomes, 2 sarcomes
d’Ewing, 2 chondrosarcomes, 7 tumeurs a cellules géantes (TCG), 2 plasmocytomes, 4
métastases osseuses (2 d’origine rénale et 2 d’origine inconnue) et 4 autres pathologies (1
fibrome chondromyxoide, 1 dysplasie fibreuse, 1 chondrome, 1 sarcome indifférenci¢)] ont
¢été inclus dans cette étude. Ces patients, douze femmes (38 + 17,8 ans, de 17 a 75 ans) et
quinze hommes (46,9 + 18,8 ans, de 16 a 75 ans) et ont tous été traités dans le service de
chirurgie orthopédique du Centre Hospitalier Universitaire de Nantes (France) entre
septembre 2003 et juin 2005. Les caractéristiques de ces patients sont regroupées dans le

tableau 4. Un consentement écrit de chaque patient a été obtenu avant leur entrée dans 1’étude.

VI1.2. Modéle d’ostéosarcome de rat

Le modele d’ostéosarcome de rat a été obtenu par collaboration avec le Dr. J.P Thiéry
(Institut Gustave Roussy, Villejuif, France). La souche de rats Sprague Dawley OFA (Elevage
Charles River, Arbresle, France) a été utilisée pour le développement tumoral in vivo. Ce
modele dérive d’un ostésarcome transplantable de rat initialement induit par injection d’une
solution colloidale de "**Cerium (Klein et al, 1977 ; Jasmin et al, 1982). L’évolution des
tumeurs est comparable au niveau temporel (rapport 100 entre rat et ’homme) et
physiologique au développement d’un ostéosarcome chez ’homme. Les animaux agés de
quatre semaines recoivent par greffe para-tibiale, un fragment tumoral non nécrotique (10
mm’) issu d’une tumeur parentale. Aprés excision de la peau, les plans musculaires sont

¢cartés et la picce tumorale est placée au contact du tissu osseux aprés avivement du périoste.
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Patients  Sexe Age Diagnostic Localisation  Obtention de TIL
1 F 29 ostéosarcome fémur +
2 M 68 ostéosarcome humérus +
3 F 57 ostéosarcome sacrum +
4 F 17 ostéosarcome tibia +
5 M 28 ostéosarcome fémur +
6 M 24 ostéosarcome pelvis +
7 M 16 sarcome d’Ewing omoplate +
8 F 19 sarcome d’Ewing fémur +
9 M 40 chondrosarcome sacrum -
10 M 37 chondrosarcome humérus -
11 M 59 TCG tibia +
12 F 39 TCG fémur +
13 M 45 TCG humérus +
14 F 29 TCG genou +
15 F 29 TCG fémur +
16 M 22 TCG fémur +
17 F 21 TCG tibia +
18 F 44 fibrome sternum +

chondromyxoide
19 M 63 dysplasie fibreuse pelvis -
20 M 75 chondrome colonne +
vertébrale
21 F 62 sarcome cuisse +
indifférencié
22 M 59 plasmocytome cote +
23 F 59 plasmocytome cote +
24 M 49 meétastase osseuse sacrum +
(origine rénale)
25 M 67 meétastase osseuse humérus -
(origine rénale)
26 M 66 métastase osseuse clavicule -
(origine inconnue)
27 F 75 métastase osseuse pubis +
(origine inconnue)

Tableau 4 : Caractéristiques des patients inclus dans I’étude.

TCG : tumeur a cellules géantes.
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Le fragment tumoral est maintenu en place par la masse musculaire. L’évolution tumorale est
suivie sur une période maximale de 5 semaines. L’ apparition de métastases pulmonaires est

observée dans 75 a 90% des rats présentant un développement tumoral avancé.

VI11.3. Culture cellulaire

VIL.3.1. Préparation des lymphocytes du sang périphérique (PBL) et

extraction des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL)

Les PBL humains et de rat sont isolés, a partir de sang hépariné, par séparation par
gradient de densit¢ (Ficoll-Hypaque, Eurobio). Les PBL de rat et humains sont
respectivement cultivés dans du milieu X-VIVO 15 (Cambrex) supplémenté avec de I’IL-2 a
900 Ul/ml (Eurocetus, France) et un mélange d’antibiotiques (100 Ul/ml de pénicilline et 100
png/ml de streptomycine), et du milieu RPMI 1640 (Cambrex) supplémenté avec 10% de SVF,
300 Ul/ml d’IL-2 et un mélange d’antibiotiques, pendant 14 ou 21 jours dans une atmosphere
humide avec 5% de CO, — 95% d’air a 37°C.

Les biopsies de tumeurs humaines, provenant directement du bloc opératoire, sont
coupées en fragments d’'un mm’ et mises en culture immédiatement dans du RPMI 1640
supplémenté avec 10% de SVF, 300 Ul/ml d’IL-2 et un mélange d’antibiotiques (100 Ul/ml
de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine). La moitié¢ du milieu est changée deux fois par
semaine et les TIL sont cultivés pendant 21 jours dans une atmosphére humide avec 5% de
CO; —95% d’air a 37°C.

Les tumeurs de rat, provenant du modéle décrit précédemment, sont coupées en
fragments de 9 mm’ et digérées par une solution contenant de la collagenase A (Boehringer,
Manheim, Allemagne) a 2 mg/ml et de la hyaluronidase a 50 Ul/ml (SIGMA) pendant 2
heures. La suspension cellulaire obtenue est alors filtrée en utilisant un filtre de 70 um, puis

les cellules sont cultivées dans du milieu X-VIVO 15 supplémenté avec de I’'IL-2 a 900 Ul/ml
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et un mélange d’antibiotiques (100 Ul/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine) dans
une atmosphere humide avec 5% de CO, — 95% d’air a 37°C. La moiti¢ du milieu est changée

deux fois par semaine et les TIL sont cultivés pendant 14 jours.

VI11.3.2. Obtention de cellules primaires d’ostéosarcome de rat

Des cellules primaires autologues d’ostéosarcome sont obtenues a partir du modele
d’ostéosarcome de rat décrit précédemment. Ces cellules sont isolées a partir de petits
fragments de tumeur digérés pendant 2 heures avec de la collagenase A a 1 mg/ml. La
suspension cellulaire est alors lavée 3 fois avec du PBS, puis les cellules sont mises en culture
dans du DMEM supplémenté avec 10% de SVF dans une atmosphere humide avec 5% de
CO; — 95% d’air a 37°C. A confluence, leur décollement s’effectue par une trypsination

(solution de trypsine EDTA-PBS) quelques minutes a 37°C.

VI11.3.3. Culture de différentes lignées tumorales

Les cellules UMR106 (lignée d’ostéosarcome de rat), MG63 et SaOS2 (lignées
d’ostéosarcome humain), Daudi (lignée de lymphome B humain) et K562 (lignée
érythroleucocytaire humaine), provenant de I’American Tissue Cell Collection, sont cultivées
en milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SVF dans une atmosphére humide avec 5%
de CO, — 95% d’air a 37°C. La lignée d’ostéosarcome de rat ROS 17/2.8, obtenue grace au Dr
H.J. Donahue (Penn State University, USA), est cultivée en DMEM supplémenté avec 10%

de SVF dans une atmosphére humide avec 5% de CO, — 95% d’air a 37°C.
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VI11.4. Test de cytotoxicité au >!Cr

Environ 200 x 10° cellules de chaque lignée cible (cellules UMR106, MG62, SaOS2,
Daudi, K562, ROS 17/2.8 ou cellules primaires d’ostéosarcome de rat) sont incubées avec 10
ul de Na,’'CrO,4 (Amersham), soit 10 pCi, pendant 1 heure a 37°C. Les cellules cibles sont
ensuite lavées trois fois dans leur milieu de culture, puis préparées de manicre a avoir une
concentration de 1000 cellules dans 50 pl de milieu. Les lymphocytes (PBL ou TIL) sont
ajoutés aux cellules tumorales de facon a avoir différents rapports cible/effecteur (1/12,5,
1/25, 1/50) dans un volume final de 100 pl. La plaque est alors mise a incuber 4 heures a
37°C, puis 25 ul de surnageant de chaque condition sont mélangés a 100 pl de liquide de
scintillation (Optiphase Supermix, Wallak, GB) avant une mesure de la radioactivité par un
compteur gamma permettant de déterminé le relargage expérimental (ER). Les relargages
maximal et spontané de °'Cr sont déterminés en incubant les cellules cibles avec
respectivement 100 pl de détergent (solution de Triton a 2,5% dans du milieu de culture) ou
100 pl de milieu de culture. Le relargage spontané (SR) n’excede jamais 10% du relargage
maximal (MR).

Le pourcentage de cytotoxicité est calculé grace a la formule suivante :

% de cytotoxicité = [(ER-SR) / (MR-SR)] * 100

VI11.5. Phénotypage par cytométrie en flux

Afin d’étre phénotypés, les lymphocytes (PBL ou TIL) sont marqués a I’aide de
différents anticorps monoclonaux couplés a un fluorochrome. Il s’agit des anticorps anti-CD3-

(PE), anti-CD4-(APC), anti-CD8- (perPC), anti-CD20-(FITC) (BD Biosciences),
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anti-CD45RA-(FITC) et anti-CD161-(PE) (Serotec, Cergy Saint-Christophe, France).
Brievement les lymphocytes sont lavés deux fois dans une solution de PBS puis répartis dans
une plaque 96 puits a fond conique a raison de 2 x 10° cellules par puits. Les cellules sont
ensuite incubées 15 min a température ambiante dans une solution de PBS/BSA 1% puis
marquées pendant 1 heure a 4°C avec 0,2 pg d’anticorps précédemment cités, dilué¢ dans du
PBS/BSA 1%. Apres trois lavages dans du PBS les cellules sont analysées par cytométrie en

flux (FACs calibur, BD Biosciences).

VI11.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en trois fois. L’écart-type est calculé pour
chacune des conditions et comparé grace au test ANOVA. Les résultats sont considérés

comme significatifs lorsque P < 0,05.
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|. ETUDE DE L’ACTION DE L’OPG SUR LES OSTEOCLASTES
PURIFIES DE LAPIN

Articles de référence :
- Wittrant Y, Couillaud S, Theoleyre S, Dunstan C, Heymann D, Redini F. Osteoprotegerin
differentially regulates protease expression in osteoclast cultures. Biochem Biophys Res
Commun. 2002. 293:38-44.
- Theoleyre S, Wittrant Y, Couillaud S, Vusio P, Berreur M, Dunstan C, Blanchard F,
Redini F, Heymann D. Cellular activity and signaling induced by osteoprotegerin in
osteoclasts: involvement of receptor activator of nuclear factor kappaB ligand and

MAPK. Biochim Biophys Acta. 2004. 1644:1-7.

1.1. Analyse des effets de I’OPG sur I’expression et I’activité des métalloprotéases

dans les ostéoclastes purifiés de lapin

Afin d’étudier I’action de I’OPG sur les ostéoclastes purifiés de lapin, ces cellules sont
incubées en présence de différentes concentrations d’OPG et les effets sur I’expression et
I’activité des MMP sont analysés respectivement par RT-PCR et zymographie.

L’ARN messager (ARNm) de la MMP9 est exprimé a un taux ¢élevé dans les
ostéoclastes purifiés de lapin (figures 13A, 13B), alors que seul un tres faible signal a pu étre
détecté pour le messager de la MMP2. Ceci est corrélé avec les résultats obtenus pour
I’activité protéasique. En effet, les expériences de zymographie ont permis de mettre en
¢vidence la présence d’une bande majoritaire a 92 kDa correspondant a la MMP9 (ou
gélatinase B) sous sa forme latente, et d’une bande beaucoup plus faible a 62 kDa qui
correspond a la forme active de la MMP2 (figures 13C, 13D). L’OPG stimule 1’expression de
la MMP9 et I’activité de la pro-MMP9 de maniere « dose-dépendante ». Le taux d’ARNm de

la MMP9 est augmenté de 25% avec la plus forte dose d’OPG (100 ng/ml) (figures 13A, 13B)
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Figure 13 : L’OPG stimule I’expression de la MMP9 et I’activité de la MMP2 et de la
pro-MMP9 dans les ostéoclastes purifiés de lapin.

(A) Analyse par RT-PCR de I’expression de ’ARNm de la MMP9 dans les ostéoclastes
purifiés de lapin cultivés en présence ou non d’OPG a 10, 50 ou 100 ng/ml pendant 24 heures.
Le taux d’ARNm de la MMP9 est déterminé a 28 cycles et normalisé par rapport 8 I’ARNm
du 18S (6 cycles). (B) L’expression relative des ARNm MMP9 correspondant a un essai
représentatif (parmi 3) est déterminée en scannant les bandes et normalisée par rapport au
taux d’ARNm 18S. (C) Les activités des métalloprotéases est étudiée par zymographie. Les
activités de la MMP2 et de la pro-MMP9 sont détectées respectivement a 62 et 92 kDa. Les
bandes sont scannées puis I’intensité est représentée en unités arbitraires (D).
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et 1’activité correspondante de la pro-MMP9 est également fortement stimulée par cette
concentration d’OPG (figure 13C, 13D). De plus, les expériences de zymographie montrent
une faible augmentation de I’intensit¢ de la bande a 62 kDa et ce pour une concentration

d’OPG de 100 ng/ml (figure 13C).

Ces reésultats démontrent donc un effet stimulateur de I’OPG sur I’expression de la

MMP9 et I’activité de la pro-MMP9 dans les ostéoclastes.

1.2. Etude de I’effet d’inhibiteurs de voies de transduction sur I’activité de la
pro-MMP9 induite par I’OPG

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans 1’effet de ’OPG sur les
ostéoclastes purifiés de lapin, P’activité de la pro-MMP9 induite par ’OPG est étudiée en
présence d’inhibiteurs spécifiques de différentes voies de transduction intracellulaires.
Plusieurs concentrations d’inhibiteurs ont ¢été¢ étudiées mais seuls les effets des doses
optimales sont montrés ici.

Les résultats obtenus montrent tout d’abord que I’inhibiteur de la PI; Kinase
(Wortmannin) et I’inhibiteur de la protéine kinase A (PKI 5-24) n’ont pas d’effet significatif
sur I’induction par I’OPG de Dactivit¢ de la pro-MMP9 (figure 14A). Au contraire,
I’inhibiteur des tyrosines kinases (Génistéine), I’inhibiteur de la PKC et des kinases AMPc
dépendantes (H7) et I’inhibiteur de Ras (FPT inhibitor II) abolissent totalement 1’action
stimulatrice de I’OPG (figure 14B). Les effets de deux inhibiteurs des MAPK (SB203580 et
PD98059 inhibiteurs respectifs de p38 et de ERK1/2) ont alors été étudiés (figure 14C). La
pré-incubation des ostéoclastes purifiés avec SB203580 inhibe I’activité¢ de la pro-MMP9
induite par I’OPG de manicre « dose-dépendante ». De fagon similaire, 40 pM de PD98059

inhibent totalement I’effet stimulateur de I’OPG.
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Figure 14 : Inhibition de I’activité de la pro-MMP9 induite par I’OPG par différents
inhibiteurs de voies de transduction.

Les ostéoclastes purifiés de lapin sont cultivés en absence ou présence d’OPG a 50 ng/ml en
association ou non avec des inhibiteurs de voies de transduction : Wortmannin a 500 nM
(inhibiteur de la PI; Kinase), PKI 5-24 a 100 nM (inhibiteur de la protéine kinase A) (A),
Génistéine a 200 uM (inhibiteur des tyrosines kinases), H7 a 100 uM (inhibiteur de la PKC et
des kinases AMPc dépendantes), FPTII a 40 uM (inhibiteur de Ras) (B), SB203580 a 0,1 et
10 uM (inhibiteur de p38) et PD98059 a 40 uM (inhibiteur de ERK1 et ERK2) (C). L’activité
métalloprotéasique est déterminée par zymographie. Les résultats correspondent a la moyenne
+ D’écart type de cinq essais différents. **P<0,001 ***P<0,0001 comparé a I’OPG seule,
#P<0,05 comparé au control non traité.

geni : génistéine ; wortm : wortmannin.
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Ces expériences permettent donc de mettre en évidence I’implication de la voie
rassMAPK dans la stimulation de I’activité pro-MMP9 par I’OPG dans les ostéoclastes

purifiés.
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Il. ETUDE DE L’ACTION DE L’OPG SUR LA LIGNEE RAW 264.7

Article de référence :
- Theoleyre S, Wittrant Y, Couillaud S, Vusio P, Berreur M, Dunstan C, Blanchard F,
Redini F, Heymann D. Cellular activity and signaling induced by osteoprotegerin in
osteoclasts: involvement of receptor activator of nuclear factor kappaB ligand and

MAPK. Biochim Biophys Acta. 2004. 1644:1-7.

Pour explorer plus en détails I’'implication des MAPK dans I’action de I’OPG sur les
ostéoclastes, la lignée RAW 264.7 est utilisée. Cette lignée exprime RANK et est capable de
se différencier en cellules exprimant TRAP et le récepteur a la calcitonine quand elle est
cultivée en présence de RANK-L (Matsumoto et al, 2000). De plus, la possibilité d’obtenir du
matériel cellulaire en grande quantité permet de réaliser des expériences de western blot ce

qui est plus difficile avec les ostéoclastes purifiés de lapin.

11.1. Analyse de I’expression de RANK et RANK-L par les cellules RAW 264.7

différenciées.

Nous avons tout d’abord voulu vérifier que les cellules RAW 264.7 différenciées
expriment RANK mais pas RANK-L. Pour cela les cellules sont cultivées pendant 10 jours en
présence de 50 ng/ml de RANK-L puis, aprés extraction des ARN totaux, I’expression des
transcrits est analysée par RT-PCR. Les résultats présentés dans la figure 15A confirment que
les cellules RAW 264.7 n’expriment pas RANK-L, contrairement aux cellules 2.93 RANK-L

utilisées comme controle positif, mais expriment RANK.
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Figure 15 : L’OPG induit la phosphorylation de ERK1/2 et p38 dans les cellules RAW
264.7.

(A) Analyse par RT-PCR de I’expression de RANK, RANK-L et 18S dans les cellules
2.93 RANK-L et RAW 264.7 différenciées en présence de RANK-L a 50 ng/ml pendant 10
jours. Colonne 1 : expression de RANK-L dans les cellules 2.93 RANK-L (contrdle positif) ;
Expression de RANK-L (colonne 2) et de RANK (colonne 3) dans les RAW 264.7.

(B) — (C) Les cellules RAW 264.7 sont cultivées pendant 10 jours en présence de RANK-L a
50 ng/ml puis incubées avec de I’OPG a 50 ng/ml pendant le temps indiqué. Un western blot
est alors réalisé en utilisant des anticorps anti-phospho-ERK1/2(B) ou anti-phospho-p38 (C).
L’expérience est également effectuée avec des anticorps anti-ERK1/2 ou anti-p38 afin de
démontrer qu’une quantité égale de protéine a été chargée dans chaque puits.
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11.2. Analyse des effets de I’OPG sur la phosphorylation de ERK1/2 et p38 —
Implication de RANK-L

Les cellules RAW 264.7 sont différenciées en présence de RANK-L a 50 ng/ml
pendant 10 jours puis cultivées sans sérum et sans RANK-L pendant 24 heures. Les signaux
intracellulaires induits par ’OPG sont alors analysés par western blot en utilisant des
anticorps spécifiques. Les résultats obtenus indiquent que I’OPG a 50 ng/ml est capable
d’induire la phosphorylation des MAPK ERK1/2 (figure 15B) et p38 (figure 15C) dés deux
min d’incubation, alors qu’il n’y a pas de modification du taux de ERK1/2 et p38 totales. La
phosphorylation de ERK1/2 induite par I’OPG atteint un maximum aprés 5 min d’incubation
puis décroit ensuite progressivement (figure 15B). La phosphorylation de p38 atteint quant a
elle un maximum apres 15 min d’incubation avec I’OPG (figure 15C). RANK-L étant connu
pour activer des voies de transduction identiques dans les cellules ostéoclastiques (Matsumoto
et al, 2000 ; Hotokezaka et al, 2002), les mémes expériences sont réalisées avec RANK-L a
50 ng/ml ce qui permet de confirmer que ce dernier est capable d’activer ERK1/2 et p38 dans
les cellules RAW 264.7 différenciées (figure 16A, colonne 3 comparée a la colonne 1).

Ensuite, sachant que I’OPG est classiquement décrite comme un des ligands de
RANK-L et que les cellules RAW 264.7 ont été différenciées en présence de RANK-L, des
expériences similaires aux précédentes sont effectuées en présence d’un anticorps
anti-RANK-L bloquant. Ceci permet de tester I’hypothese selon laquelle I’OPG pourrait agir
sur les ostéoclastes via RANK-L. Les résultats obtenus montrent que 1’anticorps
anti-RANK-L inhibe totalement la phosphorylation de p38 induite par I’OPG alors qu’il n’a
qu’un faible effet inhibiteur sur la phosphorylation de ERK1/2 (figure 16A, colonne 4

comparée a la colonne 2).
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Figure 16 : La phosphorylation de p38 induite par I’OPG dans les RAW 264.7
différenciées est dépendante de RANK-L contrairement a celle de ERK1/2.

(A) La phosphorylation de ERK1/2 et p38 est analysée dans des cellules RAW 264.7
différenciées incubées pendant 10 min avec 50 ng/ml de RANK-L ou d’OPG en présence ou
non d’un anticorps anti-RANK-L bloquant a 4 pg/ml.

(B) L’activation de p38 induite par ’OPG est analysée en présence ou absence d’un exces de
RANK-L libre ou d’un anticorps anti-RANK-L bloquant.

Les expériences sont également effectuées avec des anticorps anti-ERK1/2 ou anti-p38 afin de
démontrer qu’une quantité égale de protéine a été chargée dans chaque puits (A et B).

(C) Une analyse en cytométrie en flux réalisée sur les cellules RAW 264.7 différenciées
démontre la présence de RANK-L a la surface des cellules (profil clair) en comparaison au
contrdle isotypique (profil noir).
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Pour ¢élucider le role joué¢ par RANK-L dans I’action de I’OPG, I’activation de p38 est
étudiée sur les RAW 264.7 différenciées, privées de sérum et de RANK-L pendant 24 heures,
puis incubées pendant 2 heures avec 50 ng/ml de RANK-L. Les cellules sont alors lavées
plusieurs fois, dans le but d’éliminer I’excés de RANK-L libre, ou incubées directement avec
I’OPG. Lorsque les cellules ne sont pas lavées, I’excés de RANK-L libre inhibe la
phosphorylation de p38 induite par I’OPG (figure 16B, colonnes 1 et 2). Cette activation de
p38 dépendante de I’OPG persiste au contraire lorsque I’exces de RANK-L libre a été éliminé
par lavage (figure 16B, colonne 3 comparée a la colonne 1) et peut étre inhibée par 1’addition
d’un anticorps anti-RANK-L bloquant (figure 16B, colonne 4 comparée a la colonne 3).

Par ailleurs, nous avons pu montrer, grace a des expériences de cytométrie en flux
réalisées sur des cellules RAW 264.7 cultivées 10 jours en présence de RANK-L, que cette
molécule est toujours présente au niveau de la surface cellulaire et ce malgré le lavage des

cellules (figure 16C).

Ces résultats, pris dans leur ensemble, mettent en évidence que I’OPG est capable
d’exercer une activité biologique directe sur les ostéoclastes, dépendante ou non de la
présence de RANK-L, et démontrent donc que I’OPG n’est pas uniquement un récepteur

inhibiteur de la fixation de RANK-L sur RANK comme décrit dans la littérature.
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I1l. ETUDE DES INTERACTIONS MOLECULAIRES ENTRE OPG,
RANK-L, RANK ET LES GLYCOSAMINOGLYCANES

Article de référence :
- Theoleyre S, Wittrant Y, Couillaud S, Vusio P, Berreur M, Dunstan C, Blanchard F,
Redini F, Heymann D. Cellular activity and signaling induced by osteoprotegerin in
osteoclasts: involvement of receptor activator of nuclear factor kappaB ligand and

MAPK. Biochim Biophys Acta. 2004. 1644:1-7.

111.1. Etude des interactions moléculaires entre OPG, RANK-L et RANK

Comme le démontrent les résultats précédents, I’OPG a un effet biologique direct et
dépendant de la présence de RANK-L sur les ostéoclastes. Or RANK-L est le ligand naturel
de RANK, dans ce contexte nous avons voulu savoir comment I’OPG pouvait se lier au
complexe RANK-RANK-L. Pour cela, les interactions moléculaires entre OPG, RANK-L et
RANK ont été analysées par résonance plasmonique de surface.

Nous avons tout d’abord pu confirmer que RANK-L se fixe 8 RANK immobilisé
(figure 17A et 17B). Une cinétique a ensuite été réalisée en injectant RANK-L a différentes
concentrations (5 a 125 nM) sur RANK immobilisé (figure 17C). L’analyse, effectuée grace
au logiciel BIAevaluation en utilisant le modele « binding with mass transfert », a permis de
déterminer que cette fixation de RANK-L sur RANK est de forte affinité puisque le Kp est de
2,05 nM.

L’OPG, alors qu’elle ne se fixe pas 8 RANK immobilisé (figure 17B), est capable de
se lier au complexe RANK / RANK-L préformé et ce avec un Ky de 5,2 nM (figure 17A),
constituant ainsi un complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG. Cette fixation d’OPG au

complexe RANK / RANK-L préformé peut étre inhibée par ’injection, avant I’OPG, d’un
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Figure 17 : Etude des interactions moléculaires entre RANK, RANK-L et OPG par
résonance plasmonique de surface : formation d’un complexe ternaire.

Etude de la fixation de RANK-L 250 nM (A) ou 125 nM (B) et de I’'OPG 91 nM injectés
successivement (A) ou aprés une pré-incubation d’une heure a 37°C (B) sur RANK
immobilisé. Immobilisation : 10508 RU ; débit : 5 pul/min ; volume injecté : 50 pl.

(C) RANK-L est injecté a différentes concentrations (5 a 125 nM) sur RANK immobilisé afin
de déterminer les constantes cinétiques. Immobilisation : 646 RU ; débit : 40 ul/min ; volume
injecté : 200 pl.

(D) RANK-L 250 nM suivi d’un anticorps anti-RANK-L 167 nM puis d’OPG 91 nM sont
injectés sur RANK immobilisé. Immobilisation : 7889 RU ; débit : 5 ul/min ; volume injecté :
50 pl.
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anticorps anti-RANK-L (figure 17D). Par ailleurs, la pré-incubation d’OPG avec RANK-L

inhibe totalement la liaison de RANK-L a RANK immobilisé (figure 17B).

Ces résultats confirment le réle de récepteur compétiteur de I’OPG tel qu’il est décrit
dans la littérature puisqu’une pré-incubation d’OPG avec RANK-L inhibe la fixation de ce
dernier sur RANK. Ils montrent également, et ce pour la premiere fois, que I’OPG est capable
de former un complexe ternaire avec RANK et RANK-L ce qui pourrait permettre d’expliquer

son action observée précédemment sur les ostéoclastes.

111.2. Etude des interactions moléculaires entre le complexe RANK / RANK-L /

OPG et différents glycosaminoglycanes

L’OPG est une protéine possédant un site de liaison pour 1’héparine, elle peut donc
interagir avec cette molécule de méme qu’avec des héparanes sulfates qui sont ses ligands
physiologiques (Yamaguchi et al, 1998). De plus, des travaux récents ont montré que les
cellules de myélome sont capables de fixer, internaliser et dégrader I’OPG et ce via un
protéoglycane, le syndecan-1 (Standal et al, 2002). Dans ce contexte, les interactions
moléculaires entre ’OPG et I’héparine ainsi qu’entre le complexe RANK / RANK-L / OPG et
différents glycosaminoglycanes (GAG) ont été analysées par résonance plasmonique de

surface.

111.2.1. Etude de la fixation de I’OPG sur I’héparine immobilisée

L’injection de I’OPG sur I’héparine immobilisée a permis de confirmer que ces
molécules sont capables de se lier I'une a I’autre et ce par I’intermédiaire du domaine de

liaison spécifique de I’OPG puisque 1’OPG-Fc, molécule d’OPG dans laquelle le domaine de
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Figure 18 : Etude de la fixation de I’OPG sur I’héparine immobilisée par résonance
plasmonique de surface.

(A) L’OPG a 91 nM et ’OPG-Fc a 110 nM (—) sont injectées sur 1’héparine immobilisée et
leur fixation est comparée au controle (--). Immobilisation: 121 RU ; débit: 10 pl/min ;
volume injecté : 50 pl.

(B) L’OPG est injectée a différentes concentrations (0,91 a 45,4 nM) sur I’héparine
immobilisée afin de déterminer les constantes cinétiques. Immobilisation : 121 RU ; débit : 40
ul/min ; volume injecté : 200 pl.
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liaison a I’héparine a été remplacé par un fragment Fc, ne posséde plus cette capacité (figure
18A). Les parametres cinétiques de cette interaction ont ensuite été déterminés en injectant
différentes concentrations d’OPG (0,91 a 45,4 nM) sur I’héparine immobilisée (figure 18B).
L’analyse cinétique a alors été¢ effectuée grace au logiciel BIAevaluation en utilisant le
modele « binding with mass transfert ». La constante de dissociation Kp de cette interaction
est égale a 0,28 nM ce qui indique que I’OPG se lie a I’héparine immobilisée avec une forte

affinité.

111.2.2. Effet de I’héparine sur la fixation de I’OPG au complexe RANK /
RANK-L

Puisque I’OPG se lie a I’héparine avec une forte affinité et qu’elle est également
capable de former un complexe ternaire avec RANK et RANK-L, les interactions pouvant
exister entre ces différentes molécules ont été étudiées.

Tout d’abord, I’héparine ne se fixe pas a8 RANK immobilisé, ni aux complexes RANK
/ RANK-L ou RANK / RANK-L / OPG (figures 19A, 19B). L’effet d’une pré-incubation de
I’héparine avec I’OPG a alors été testé. Lorsque I’OPG est pré-incubée avec une dose élevée
d’héparine (400 nM) pendant 30 min a température ambiante avant d’étre injectée sur le
complexe RANK / RANK-L préformé, une inhibition totale de la fixation d’OPG sur RANK /
RANK-L est observée (figure 19C). Cette inhibition est « dose-dépendante » (figure 19D). En
effet, quand I’OPG est incubée avec de I’héparine a 5 nM, il y a une inhibition de 27,2 % de
sa fixation sur RANK / RANK-L, cette inhibition est de 54,4 % pour 10 nM, 90,8 % pour

15 nM et atteint les 100% pour 30 nM d’héparine.

120



>

18001 RANK.L  Heéparine
5 e i
& 1300 a
: /
5 500 /
3007 / Conirile, képarine
0 200 600 1000 1400
Temps ()
C
2000 4 OPC
S 1500 Ve
= iog|  RANKL [
g " OPG-+Hépari
£ ] /
o ___
0 400 800 1200 1600 2000
Temps (5)

B
3000
0P
a -]
2000 // \
% RANKL | Héparine
28 — H“HHH
=
£ 1000
of oo __
o 500 1500 2500
Temps (s)
D
= 100 -
=
% a0 -
260
[-5]
& 404
g
E 20 -
& 0
5 10 15 30
Héparine (nh)

Figure 19: Inhibition de la fixation d’OPG au complexe RANK / RANK-L par
I’héparine.

(A — B) L’héparine 100 nM est injectée sur RANK immobilisé (A), sur le complexe RANK
immobilis¢ / RANK-L 250 nM (A), ou sur le complexe RANK immobilis¢ / RANK-L 250
nM / OPG 100 nM (B). Immobilisation : 4930 RU ; débit : 5 pl/min ; volume injecté : 50 pl.
(C — D) RANK-L 250 nM est injecté sur RANK immobilisé suivi de ’OPG 100 nM pour
former le complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG (C). L’OPG est également pré-incubée
a température ambiante pendant 30 min avec 400 nM d’héparine (C) ou différentes
concentrations d’héparine (5 a 30 nM) (D), puis injectée sur le complexe RANK / RANK-L.
Immobilisation : 3598 RU (C), 4886 RU (D) ; débit : 5 pul/min ; volume injecté : 50 pl.

121



RESULTATS

111.2.3. Importance de la sulfatation dans I’inhibition de la fixation d’OPG sur
RANK / RANK-L par I’héparine

L’héparine est un GAG fortement sulfaté, nous avons donc voulu savoir quelle est
I’importance de la sulfatation dans I’action inhibitrice de 1’héparine sur la fixation de I’'OPG
au complexe RANK / RANK-L. Pour cela, des molécules d’héparine sélectivement
désulfatées ont été testées en comparaison a I’héparine normale. Les résultats présentés dans
la figure 20 indiquent que les molécules 2-O-désulfatée, 6-O-désulfatée, N-désulfatée/N-ré-
acétylée ont un pouvoir inhibiteur identique a celui de I’héparine normale. L’héparine
N-désulfatée, inhibe quant a elle 85% de la fixation de I’OPG a RANK / RANK-L. Enfin,
lorsque I’OPG est pré-incubée avec I’héparine totalement désulfatée, la fixation obtenue est
parfaitement identique a celle de I’OPG seule. Ces résultats montrent donc que I’héparine
totalement désulfatée n’est plus capable d’inhiber la fixation d’OPG a RANK / RANK-L

contrairement aux autres formes testées.
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Figure 20 : Importance de la sulfatation dans I’activité inhibitrice de I’héparine.

L’OPG 100 nM est incubée, pendant 30 min a température ambiante, avec différentes
molécules d’héparine sélectivement désulfatée a 400 nM, puis injectée sur le
complexe RANK / RANK-L préformé. Immobilisation : 3598 RU ; débit : 5 pl/min ;
volume injecté : 50 pl.
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111.2.4. Deétermination de la taille minimale de la chaine saccharidique

présentant une activité inhibitrice

Afin de déterminer la taille minimale de la chaine saccharidique présentant une
activité inhibitrice identique a celle de I’héparine, différents oligosaccharides ont été testés.
Avec le plus petit oligosaccharide utilis¢, un tétrasaccharide (dp4), seule une faible inhibition
(2,2%) est observée (figure 21). Cette inhibition augmente avec la taille des oligosaccharides
puisqu’elle est de 30,7% pour un héxasaccharide (dp6), de 88% pour un octosaccharide (dp8),
et qu’elle atteint un maximum de 100% pour un décasaccharide (dpl10) (figure 21). Ces
résultats démontrent donc qu’une structure décasaccharidique est suffisante pour obtenir une
inhibition totale de la fixation d’OPG au complexe RANK / RANK-L, identique a celle de

I’héparine.
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Figure 21 : Détermination de la taille minimale de la chaine saccharidique
présentant une activité inhibitrice.

L’OPG 100 nM est incubée, pendant 30 min a température ambiante, avec des
oligosaccharides de différentes tailles (dp4 a dpl10) a 400 nM, puis injectée sur le
complexe RANK / RANK-L préformé. Immobilisation : 4930 RU ; débit : 5 pl/min ;
volume injecté : 50 pl.
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111.2.5. Effet de difféerents GAG sur la fixation de I’OPG au complexe RANK /

RANK-L

Enfin, nous avons voulu comparer I’effet de 1’héparine a celui d’autres GAG :

héparane sulfate de muqueuse intestinale de porc (pHS) ; héparane sulfate de rein de bovin

(bHS) ; dermatane sulfate (DS) ; chondroitine sulfate (CS). A forte concentration (400 nM),

ces molécules inhibent totalement la fixation de ’OPG au complexe RANK / RANK-L

comme le fait I’héparine (figure 22). Par contre, pour une concentration inférieure (10 nM),

des différences sont observées. Alors que 1’héparine inhibe la liaison de ’OPG a RANK /

RANK-L de 50%, les héparanes sulfates de porc et de bovin exercent une inhibition,

respectivement, de 65 et 60%, le DS de 81% et le CS de 80% (figure 22). Ces résultats

indiquent donc que les GAG testés, et en particulier le DS et le CS, inhibent la fixation de

I’OPG au complexe RANK / RANK-L plus fortement que 1’héparine.

[ —
a0
B0
wlf

20 1

Pourcentage d'inhibition

[

Hep

" pHS bHS DS

Cs

Figure 22 : Effet de différents GAG sur la fixation de I’OPG au complexe RANK

/ RANK-L.

L’OPG 100 nM est incubée a température ambiante pendant 30 min en présence ou
non de différents glycosaminoglycanes a 10 nM (E3 ) ou 400 nM ([ ), puis injectée
sur le complexe RANK / RANK-L préformé. Immobilisation : 4886 RU ; débit :

5 ul/min ; volume injecté : 50 pl.

Hép : héparine ; pHS : héparane sulfate de muqueuse intestinale de porc; bHS :
héparane sulfate de rein de bovin ; DS : dermatane sulfate ; CS : chondroitine sulfate.

124



RESULTATS

Ces differentes expériences ont permis de montrer que I’héparine est capable
d’inhiber la fixation d’OPG au complexe RANK / RANK-L préformé et qu’un minimum de 10
résidus saccharidiques est nécessaire pour exercer I’abolition de cette fixation. De plus, la
sulfatation est indispensable a cette inhibition mais elle n’a pas besoin d’étre spécifique
puisque des molécules sélectivement désulfatées en position N ou O conservent leur pouvoir
inhibiteur. Enfin, des GAG, autres que I’héparine, sont également capables d’inhiber la

fixation d’OPG au complexe RANK / RANK-L.
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IV. ETUDE DE LA FIXATION D’OPG RADIOMARQUEE

Les résultats obtenus précédemment, grace a des études de résonance plasmonique de
surface, ont démontrés que les molécules RANK, RANK-L et OPG pouvaient former un
complexe ternaire et que I’interaction de ’OPG avec RANK / RANK-L pouvait étre inhibée
par 1’héparine. Nous avons alors voulu étudier ces interactions dans un systeme plus
physiologique et pour cela, I’OPG a été radiomarquée a 1’iode 125 et sa fixation sur les

cellules 2.93 RANK-L ou 2.93 RANK a ét¢ analysée dans différentes conditions.

IV.1. Etude de la fixation de I’OPG radiomarqguée sur les cellules 2.93 RANK-L

Des concentrations croissantes d’OPG radiomarquée ont été incubées avec des cellules
2.93 ou 2.93 RANK-L pendant 90 min a 4°C puis, la radioactivité des cellules et des
surnageants a été mesurée a 1’aide d’un compteur gamma et comparée a celle des conditions
« non spécifiques ». Les résultats obtenus mettent en évidence une trés forte liaison spécifique
de I’OPG sur les cellules 2.93 RANK-L (figure 23B) alors qu’elle ne se fixe pas aux cellules
2.93 (figure 23A). Ceci indique que la capacité de fixation de I’OPG n’a pas altérée par le
radiomarquage et qu’elle se fixe 8 RANK-L exprimé a la surface des cellules 2.93 RANK-L.
La représentation de Scatchard correspondante (figure 23C) permet de déterminer que la
constante de dissociation de cette liaison est égale a 0,38 nM et que le nombre de sites de
fixation par cellule est d’environ 55000.

L’inhibition de cette liaison par RANK-L soluble (RANK-Ls) a alors été étudiée. Pour
cela, avant d’étre mise en présence des cellules 2.93 RANK-L, I’OPG, a une concentration
fixe de 1 nM, est incubée avec une gamme de RANK-Ls (0,49 nM a 1 uM) pendant 1 heure a
température ambiante. Dans ces conditions, RANK-Ls est capable d’inhiber, et ce de maniére

dose-dépendante, la fixation d’OPG aux cellules 2.93 RANK-L (figure 24).
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Figure 23 : Etude de la fixation de I’OPG radiomarquée sur les cellules 2.93 RANK-L.

Des concentrations croissantes d’OPG radiomarquée sont incubées, pendant 90 min a 4°C
sous agitation douce, avec des cellules 2.93 (A) ou 2.93 RANK-L (B) (10° cellules/puits).
L’OPG radiomarquée libre, F, est alors séparée de celle liée aux cellules, B, puis la
radioactivité de chaque fraction est mesurée a I’aide d’un compteur gamma. RAS de ’'OPG
radiomarquée : 11978 cpm/fmol.

- - : liaison non spécifique ;—— : liaison totale.

(C) Représentation de Scatchard correspondant a la fixation de I’OPG radiomarquée sur les
cellules 2.93 RANK-L et permettant de déterminer que Kp = 0,38 nM et que Bmax = 55000
sites/cellules.
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Figure 24 : Inhibition de la fixation de I’'OPG aux cellules 2.93 RANK-L par RANK-Ls.

L’OPG radiomarquée 1 nM est incubée avec une gamme de RANK-Ls (0,49 nM a 1 uM)
pendant 1 heure a température ambiante puis mise en présence des cellules 2.93 RANK-L
(10° cellules/puits). Aprés une incubation de 90 min a 4°C sous agitation douce, les cellules et
surnageants sont séparés et la radioactivité de chaque fraction est mesurée a 1’aide d’un
compteur gamma. RAS de I’OPG radiomarquée : 14417 cpm/fmol.

—o— : liaison non spécifique ; —— : OPG + RANK-L.
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L’effet de I’héparine sur la fixation de ’OPG a RANK-L, ainsi que celui d’un
tétrasaccharide (dp4) et d’un décasaccharide (dpl0), a ensuite été analysé. L’OPG a été
pré-incubée avec ces molécules (gamme de 0,02 a 5 uM) pendant une heure a température
ambiante, puis mise en présence des cellules 2.93 RANK-L pendant 90 min a 4°C. Le
tétrasaccharide n’exerce aucune inhibition sur la fixation de I’OPG (figure 25) comme c’était
le déja cas dans les expériences de résonance plasmonique de surface. Par contre,
contrairement a ce qui avait été observé dans ces expériences, ni I’héparine, ni le

décasaccharide n’inhibe la liaison de ’OPG a RANK-L (figure 25).
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Figure 25 : Etude de I’effet de la pré-incubation de I’OPG avec différents GAG
sur sa fixation aux cellules 2.93 RANK-L.

L’OPG radiomarquée 1 nM est incubée avec une gamme d’héparine, de
tétrasaccharide (dp4) ou de décasaccharide (dp10) (0,02 a 5 uM) pendant 1 heure a
température ambiante puis mise en présence des cellules 2.93 RANK-L (10°
cellules/puits). Apres une incubation de 90 min a 4°C sous agitation douce, les
cellules et surnageants sont séparés et la radioactivité de chaque fraction est mesurée
a I’aide d’un compteur gamma. RAS de I’OPG radiomarquée : 14417 cpm/fmol.
——o—: liaison non spécifique ; —— : OPG + Héparine ; —— : OPG + dp4 ;——: OPG
+ dp10.
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IV.2. Etude de la fixation de I’OPG radiomarquée sur les cellules 2.93 RANK

Les cellules 2.93 RANK sont incubées en présence ou non de 500 ng/ml de RANK-L
pendant 45 min a 4°C ou a température ambiante, rincées, puis mises en présence d’une
gamme d’OPG radiomarquée. Aprés 90 min d’incubation a 4°C, les cellules et le surnageant
sont séparés et leur radioactivité est déterminée puis comparée a celle des conditions « non
spécifiques ».

Lorsque I’OPG radiomarquée est mise en présence de cellules 2.93 RANK, non
incubées avec RANK-L, aucune fixation spécifique n’est observée (figure 26A). Il en est de
méme lorsque les cellules ont préalablement été incubées en présence de RANK-L a 4°C ou a
température ambiante (figures 26B et 26C). Ces expériences n’ont donc pas permis de

confirmer la formation du complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG.

Ces différents résultats ont montré que I’OPG radiomarquée a I’iode 125 a la
capacité de se lier a RANK-L exprimé a la surface des cellules 2.93 RANK-L, et que cette
fixation peut étre inhibée par des concentrations croissantes de RANK-Ls mais pas par
I’héparine, un tétrasaccharide ou un décasaccharide. Enfin, la formation du complexe
ternaire RANK / RANK-L / OPG, observée dans les précédentes expériences de résonance

plasmonique de surface, n’a pu étre confirmée.
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Figure 26 : Etude de la fixation de I’OPG radiomarquée sur les cellules 2.93 RANK

Des concentrations croissantes d’OPG radiomarquée sont incubées, pendant 90 min a 4°C
sous agitation douce, avec des cellules 2.93 RANK (A) ou avec des cellules 2.93 RANK
pré-incubées avec 500 ng/ml de RANK-L pendant 45 min a température ambiante (B) ou a
4°C (C) (10° cellules/puits). L’OPG radiomarquée libre, F, est alors séparée de celle liée aux
cellules, B, puis la radioactivit¢ de chaque fraction est mesurée a I’aide d’un compteur
gamma. RAS de I’OPG radiomarquée : 12697 cpm/fmol.

-<- : liaison non spécifique ; —e— : liaison totale.
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V. INFLUENCE DE L’OPG SUR LA DEMI-VIE DE RANK-L

V.1. Etude du devenir de I’OPG liée aux cellules 2.93 RANK-L par microscopie

confocale

La fixation de I’OPG a RANK-L exprim¢ a la surface des cellules 2.93 RANK-L a
¢galement ¢été¢ étudiée en microscopie confocale. Pour cela, ces cellules sont incubées en
présence ou en absence d’OPG a 100 ng/ml pendant 1 heure a 4°C, rincées, puis placées ou
non a 37°C pendant 30 min, 1 heure ou 3 heures., avant d’étre déposées sur une lame de verre.
Une incubation avec un anticorps anti-OPG biotinylé est alors effectuée suivie d’une
incubation avec une solution de streptavidine-FITC.

L’analyse des images obtenues montre tout d’abord qu’en absence d’OPG aucun
marquage n’est détecté (figure 27A). Ensuite, lorsque les cellules ne sont pas placées a 37°C
apres leur incubation avec I’OPG, celle-ci se trouve localisée au niveau de la membrane des
cellules 2.93 RANK-L (figure 27B). Par contre, quand une incubation a 37°C est effectuée,
une internalisation (localisation cytoplasmique) puis une dégradation de I’OPG sont observées
(figures 27C-E).

Ces résultats indiquent donc que I’OPG se fixe aux cellules 2.93 RANK-L puis qu’elle

est internalisée et dégradée de maniére dépendante du temps.

V.2. Etude de I’influence de I’OPG sur la demi-vie de RANK-L par western blot

Nous venons de voir que ’OPG, lorsqu’elle se fixe aux cellules 2.93 RANK-L, peut
étre internalisée puis dégradée, mais que ce passe-t-il au niveau de RANK-L ? Pour répondre
a cette question, les cellules 2.93 RANK-L ont été incubées, a 37°C pendant 2, 3, 4 ou 6
heures, en présence d’un inhibiteur de synthése protéique, le cyclohéximide, a 4 pg/ml avec

ou sans OPG a 100 ng/ml. Les cellules sont ensuite lysées, puis la présence de RANK-L est
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Figure 27: Etude du devenir de I’OPG liée aux cellules 2.93 RANK-L par microscopie confocale.

Les cellules 2.93 RANK-L sont incubées sans (A) ou avec de I’OPG a 100 ng/ml pendant une heure a 4°C (B). Le milieu est alors remplacé par
du milieu frais sans OPG et les cellules sont incubées a 37°C pendant 30 minutes (C), 1 heure (D) ou 3 heures (E). Apres avoir été déposées sur
une lamelle de verre a ’aide d’un cytospin, puis perméabilisées, les cellules sont incubées avec un anticorps anti-OPG biotinylé puis avec une

solution de streptavidine-FITC.
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déterminée par western blot. Lorsque les cellules sont incubées en absence ou en présence de
cyclohéximide, aucune variation de 1’expression de RANK-L n’est observée (figure 28A). Au
contraire, quand cette incubation est réalisée avec de I’OPG une diminution de RANK-L est
mise en évidence dés 4 heures et s’accentue & 6 heures d’incubation (figure 28A). Ces
résultats indiquent donc que I’OPG influence la demi-vie de RANK-L membranaire en
stimulant son internalisation et sa dégradation.

Afin d’étudier l’effet des GAG dans cette activité biologique de 1I’OPG, des
expériences similaires ont été réalisées en pré-incubant préalablement, pendant 30 min a
température ambiante, I’OPG a 100 ng/ml (0,91 nM) avec 91 nM d’héparine, de
tétrasaccharide, de décasaccharide, d’héparane sulfate, de dermatane sulfate ou de
chondroitine sulfate. Les résultats présentés dans la figure 28B montrent que seul le
tétrasaccharide est sans effet sur 1’internalisation de RANK-L induite par I’OPG, toutes les

autres molécules testées inhibent cette activité de I’OPG.

Ces expériences démontrent que I’OPG est capable de diminuer la demi-vie de
RANK-L exprimé a la surface des cellules 2.93 RANK-L et que I’héparine, I’héparane sulfate,
le chondroitine sulfate, le dermatane sulfate de méme qu’un décasaccharide peuvent inhiber

cet effet de I’OPG alors qu’un tétrasaccharide ne le peut pas.
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Figure 28 : Etude de I’influence de I’OPG sur la demi-vie de RANK-L par western blot

Les cellules 2.93 RANK-L sont incubées en présence de cyclohéximide a 4 pg/ml, avec ou
sans OPG a 100 ng/ml (0,91 nM) pendant 2, 3, 4 ou 6 heures (A). Dans d’autres expériences
I’OPG est pré-incubée pendant 30 min a température ambiante avec 91 nM d’héparine, de
tétrasaccharide (dp4), de décasaccharide (dpl0), d’héparane sulfate (HS), de dermatane
sulfate (DS) ou de chondroitine sulfate (CS), avant d’étre ajoutée sur les cellules (B). Les
cellules sont alors lysées puis 1’expression de RANK-L est analysée par western blot.
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VI. SOUS-CLONAGE ET TRANSFECTION DU SYNDECAN-1

Comme nous ’avons déja vu, les travaux de I’équipe de Standal ont montré que le
syndecan-1 pouvait, dans les cellules de myélome, fixer I’OPG et induire son internalisation
et sa dégradation (Standal et al, 2002). De plus, les résultats obtenus précédemment ont mis
en évidence que différents GAG sont capables d’interagir avec le systtme OPG / RANK-L /
RANK. Il nous est alors paru intéressant de transfecter les cellules 2.93 RANK avec le
syndecan-1 afin de posséder une cellule sur-exprimant ces deux molécules. Dans ce but un

sous-clonage du syndecan-1 a tout d’abord été effectué.

V1.1. Sous-clonage du syndecan-1

L’ADNCc codant pour le syndecan-1 humain en notre possession était au départ intégré
dans le méme vecteur que celui codant pour RANK, a savoir le pcDNA3-néomycine. Il a donc
fallu le sous-cloner dans un vecteur possédant un géne de résistance différent, ici le pcDNAj3-
hygromycine. Suite aux digestions par les enzymes de restriction et a 1’action de la
phosphatase alcaline, des ligations ont été réalisées sous trois conditions :

- la solution plasmidique contenant le pcDNAjs-néomycine/syndecan-1 digéré
par Not I, Hind III et Spe I,

- la solution plasmidique contenant le pcDNAj-hygromycine digéré par Not I,
Hind III et ayant subi I’action de la phosphatase alcaline,

- les deux solutions plasmidiques précédentes ensemble.

Pour chaque condition une incubation avec et sans T4-DNA ligase est effectuée. Les
produits de la ligation sont ensuite utilisés pour transformer, par choc thermique, des bactéries

Escherichia coli DHS5a préalablement rendues compétentes et sensibles a 1’ampicilline.
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Vecteurs Solution plasmidique 1 Solution plasmidique 2 Solutions plasmidiques
1+2
T4 DNA ligase - + - + - +
Nombre de colonies 0 >200 35 89 22 >400

Tableau 5 : Résultats des transformations bactériennes.

Des bactéries Escherichia coli DH5a. préalablement rendues compétentes et sensibles a I’ampicilline, sont transformées par choc thermique avec
les solutions plasmidiques 1 et 2 ayant subi I’action de la T4 DNA ligase ou non. Ces bactéries sont ensuite sélectionnées sur du milieu LB
solidifié et supplémenté avec de 1'ampicilline a la concentration finale de 100 pg/ml. Le nombre de colonies dans chaque condition est déterminé
apres une nuit d’incubation a 37°C.

Solution plasmidique 1 : pcDNAj-néomycine/syndecan-1 digéré par Not I, Hind III et Spe 1.

Solution plasmidique 2 : pcDNAj-hygromycine digéré par Not I, Hind III et ayant subi 1’action de la phosphatase alcaline.
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Les résultats de ces transformations sont présentés dans le tableau 5. Dans les deux
conditions témoins correspondant aux produits de ligation des deux solutions plasmidiques
seules avec T4-DNA ligase, une re-circularisation des deux plasmides est observée. Ce
repliement est élevé pour le pcDNAj-néomycine/syndecan-1 avec plus de 200 colonies tandis
que pour le pcDNAs-hygromycine seulement 89 colonies se sont formées. Cependant, les
résultats de la transformation par les produits de ligation des deux solutions plasmidiques
réunies peuvent &tre pris en compte puisqu’'un taux de transformation supérieur aux
conditions témoins est observé avec plus de 400 colonies.

Vingt clones bactériens issus de la transformation par les produits de ligation des deux
solutions plasmidiques réunies, ont alors été utilisés pour réaliser des mini-préparations
d’ADN plasmidique. L’ADN ainsi obtenu est alors digéré par Hind III et Not I afin de vérifier
la présence de I’insert syndecan-1. Quatre clones sur les 20 se sont avérés positifs pour
I’insert syndecan-1, dont le clone 10. La figure 29A présente la migration des vecteurs
pcDNAj;-néomycine/syndecan-1, pcDNAs-hygromycine et du clone 10 digérés, ou non, par
différentes enzymes de restriction. La migration de ’ADN plasmidique non digéré montre,
pour les trois plasmides, deux bandes correspondant aux formes enroulée et super enroulée de
I’ADN. La digestion du clone 10 par Hind III et Not I met en évidence la présence d’une
bande correspondant a I’insert syndecan-1, a la taille attendue de 2,5 kb, identique a celle
obtenue par digestion du plasmide pcDNAj-néomycine/syndecan-1. La seconde bande
observée pour la digestion du pcDNAj-néomycine/syndecan-1 représente le vecteur linéarisé
a la taille attendue de 5,4 kb. Le vecteur pcDNA;-hygromycine digéré par les enzymes Not I
et Hind III présente quant a lui une seule bande, a la taille attendue de 5,6 kb, correspondant

au plasmide linéarisé.
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Figure 29: Détermination de la composition du clone 10.

(A) Les plasmides pcDNAjs-néomycine/syndecanl, pcDNAs-hygromycine et le clone 10 sont
digérés ou non par Hind III/Not I ou Sac II, puis les produits de digestion sont séparés par

¢lectrophorese.

(B) Une PCR, permettant de mettre en évidence I’insert syndecan-1 humain, est réalisée sur le

plasmide pcDNAjz-néomycine/syndecanl et sur le clone 10.
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Afin de déterminer dans quel plasmide 1’insert syndecan-1 du clone 10 a été intégré,
une digestion par I’enzyme Sac II, possédant un site de restriction uniquement sur le vecteur
pcDNAs-hygromycine, a été réalisée. Le plasmide pcDNAj-néomycine présente deux bandes
correspondant aux formes enroulée et super enroulée de I’ADN ce qui confirme qu’il est
dépourvu de site pour 1’enzyme de restriction Sac II (figure 29A). Le clone 10, quant a lui, a
été linéarisé par I’enzyme Sac II, de méme que le pcDNAj3-hygromycine (figure 29A), ce qui
indique que le vecteur composant le clone 10 est le pcDNAj-hygromycine. Enfin, la présence
du syndecan-1 humain dans le clone 10 a été confirmée par PCR. Le plasmide pcDNA3-
néomycine/syndecan-1 d’origine a été utilisé comme témoin positif. Une bande de 403 pb
correspondant a la taille du fragment attendu pour le syndecan-1 humain est observée pour les
deux plasmides (figure 29B).

Ces expériences permettent donc de conclure que le clone 10 correspond bien au

pcDNAs-hygromycine/syndecan-1 recherché.

VI1.2. Transfection des cellules 2.93 RANK par le plasmide pcDNAs-

hygromycine/syndecan-1

L’insert syndecan-1 ayant été vectorisé dans le pcDNAj-hygromycine, la transfection
des cellules 2.93-RANK a pu étre réalisée. Apres un mois de sélection par I’hygromycine B a
125 ng/mL, I’expression de ’ARNm du syndecan-1 est étudiée par RT-PCR et comparée a
celle du 18S.

Les cellules 2.93 RANK expriment de facon endogéne le syndecan-1 mais a un faible
taux (figure 30) et la transfection devrait permettre d’augmenter ce taux d’expression.
Cependant, aucune surexpression du syndecan-1 par les cellules 2.93 RANK, transfectées par
le pcDNAj-hygromycine/syndecan-1, n‘a pu étre observée (figure 30). Des expériences,

permettant de comprendre ce résultat, sont en cours.
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Figure 30 : Analyse par RT-PCR de I’expression du syndecan-1 humain dans les cellules
2.93 RANK et 2.93 RANK transfectées par le pcDNA3-hygromycine/syndecan-1.

Les cellules 2.93 RANK sont transfectées avec le plasmide pcDNAj-hygromycine/
syndecan-1, puis, aprés 1 mois de sélection par I’hygromycine B a 125 ng/mL, les ARN
totaux sont extraits. Une RT-PCR permettant de mettre en évidence le syndecan-1 humain est
alors réalisée sur ces cellules ainsi que sur les 2.93 RANK, et est comparée au 18S.
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VII. ANALYSE PHENOTYPIQUE ET FONCTIONNELLE DE
LYMPHOCYTES INFILTRANT LES TUMEURS

Article de référence :
- Theoleyre S, Mori K, Cherrier B, Passuti N, Gouin F, Redini F, Heymann D. Phenotypic
and functional analysis of lymphocytes infiltrating osteolytic tumors: use as a possible

therapeutic approach of osteosarcoma. BMC Cancer. 2005. 5:123.

VII.1. Analyse phénotypigque des TIL provenant de biopsies de tumeurs humaines

Les TIL ont pu étre extrait a partir de petits fragments (1 mm’) de différentes tumeurs
mis en culture immédiatement aprés la biopsie, excepté pour les chondrosarcomes, la
dysplasie fibreuse et 50% des métastases osseuses (tableau 4). Ces TIL ont ensuite été
maintenus en culture et amplifiés, pendant trois semaines en présence d‘IL-2 a 300 Ul/ml,
afin d’étre analysés par cytométrie en flux.

Les TIL ainsi isolés (figure 31, barres hachurées) sont majoritairement CD3" (de 65 a
99%). Les TIL issus de plasmocytomes présentent un profil préférentiellement CD4"
(moyenne : 64,4%) avec une petite sous-population CD8" (moyenne : 6,4%) (figure 31). De la
méme maniére, les TIL provenant d’ostéosarcomes sont essentiellement CD4" (moyenne :
49,9%) mais possédent une sous-population CD8" plus importante (moyenne : 15,5%). Les
TIL issus de sarcomes d’Ewing, de TCG ou de métastases osseuses sont quant a eux
caractérisés par des profils CD4" et CD8" équivalents (environ 40%) (figure 31). Un faible
pourcentage de cellules CD20" et CD161" est également observé dans chaque pathologie sans

corrélation avec I’histologie de la tumeur.
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Figure 31 : Analyse phénotypique des TIL provenant de biopsies de tumeurs humaines
comparés aux PBL autologues.

Les TIL sont isolés a partir de biopsies de tumeurs et cultivés pendant 21 jours dans du RPMI
1640 supplémenté avec 10% de SVF, 300 Ul/ml d’IL-2. Les PBL autologues sont isolés a
partir du sang périphérique, par séparation par gradient de densité et cultivés dans les mémes
conditions pendant 21 jours. Les TIL (barres hachurées) et les PBL (barres grises) sont ensuite
analysés par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules positives donné correspond a la
moyenne des valeurs obtenues. Plasmocytome, n = 2 ; sarcome d’Ewing, n = 2 ; tumeur a
cellules géantes, n = 7 ; métastases osseuses, n = 4 ; ostéosarcome, n = 6.
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Afin de comparer les TIL et les PBL issus d’un méme patient, une analyse
phénotypique des PBL a ensuite été réalisée pour tous les cas inclus dans 1’étude (figure 31,
barres grises). Une importante diminution du pourcentage de cellules CD8" dans les TIL issus
de plasmocytomes, de sarcomes d’Ewing et d’ostéosarcomes est observée en comparaison
aux PBL (respectivement 88, 58 et 57%). Un fort taux de cellules Natural Killer (NK)
CDI161" (43%) a par ailleurs été détecté dans les PBL de patients atteints de sarcome d’Ewing

ce qui contraste avec les autres pathologies (figure 31).

VI1.2. Analyse de la cytotoxicité des TIL humains

Afin de déterminer I’activité cytotoxique des TIL amplifiés, des tests de cytotoxicité
au 'Cr ont été réalisés. Pour cela, les TIL sont mis en présence de différentes lignées
allogéniques préalablement incubées avec du *'Cr. Les cellules utilisées ici sont les lignées
Daudi (lignée de lymphome B humain), K562 (lignée érythroleucocytaire humaine), MG63 et
Sa0S2 (lignées d’ostéosarcome humain présentant respectivement un état de différenciation
ostéoblastique faible et éleve).

Les TIL provenant des plasmocytomes, des sarcomes d’Ewing et des TCG, ne
possedent aucune activité lytique contre les lignées allogéniques testées. Par contre, les TIL
extraits des biopsies d’ostéosarcomes présentent une activité cytotoxique, contre toutes les
lignées cellulaires utilisées, significative comparée aux PBL autologues (P<0,01) (figure 32).
Cette activité cytotoxique varie selon le rapport cible/effecteur (C/E) considéré. En effet,
I’intensité de la réponse cytotoxique des TIL contre les K562 varie de 50 a 70% pour des
rapports C/E de 1/12,5 a 1/50 respectivement. Pour les Daudi, SaOS2 et MG63, cette réponse
atteint 20% pour un rapport C/E de 1/12,5 et 65% pour un rapport C/E de 1/50. Pour tous les
ostéosarcomes analysés, les PBL autologues présentent une faible cytotoxicité contre les

quatre lignées allogéniques, et aucune dose-réponse n’a été observée (figure 32).
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Figure 32 : Comparaison de la cytotoxicité des TIL et des PBL de patients atteints
d’ostéosarcome.

Les TIL sont isolés a partir de biopsies de patients atteints d’ostéosarcome (n = 6), et les PBL
autologues a partir du sang périphérique, par séparation par gradient de densité. Apres 21
jours de culture dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SVF, 300 Ul/ml d’IL-2, leur
cytotoxicité est déterminée par des tests de relargage du °'Cr. Les lignées allogéniques Daudi,
K562, SaOS2 et MG63 sont utilisées comme cellules cibles. * P < 0,01 ; ** P <4 0,001.
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VI11.3. Analyse phénotypique et cytotoxique des TIL issus d’ostéosarcome de rat

Les TIL amplifiés a partir des biopsies d’ostéosarcome de rat, présentent le méme
phénotype que les TIL issus d’ostéosarcomes humains. En effet, les TIL de rat sont a 90%
CD3", 2 50% CD4" et a 18% CDS" (figure 33, barres hachurées). Les PBL autologues ont un

rapport CD4"/CDS8" inversé avec 16% de CD4" et 32% de CDS8" (figure 33, barres grises).
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Figure 33 : Analyse phénotypique des TIL issus d’ostéosarcome de rat, comparés
aux PBL autologues.

Les TIL sont isolés a partir de biopsies d’ostéosarcome de rat (n = 8) par traitement
enzymatique et sont cultivés pendant 14 jours dans du milieu X-VIVO 15
supplémenté avec de I’IL-2 a 900 Ul/ml. Les PBL autologues sont isolés a partir du
sang périphérique, par séparation par gradient de densité et cultivés dans les mémes
conditions pendant 14 jours. Les TIL (barres hachurées) et les PBL (barres grises)

sont ensuite analysés par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules positives
donné correspond a la moyenne des valeurs obtenues.

Les tests de cytotoxicité au *'Cr indiquent, quant a eux, que les TIL de rat ont une
activité lytique contre les lignées tumorales autologue et allogéniques (UMR 106, ROS
17/2.8), similaire a celle des TIL humains (figure 34). De plus, cette activité lytique est plus
¢levée quand elle est dirigée contre la lignée tumorale autologue et la lignée UMR 106 (63%

pour un rapport C/E de 1/50) que contre les cellules ROS 17/2.8 (48% pour un rapport C/E de

146



RESULTATS

1/50). Cependant, il faut noter que 1’activité cytotoxique des PBL de rat est beaucoup plus
importante que celle des PBL humains (figure 34).

La capacité des cellules tumorales autologues a stimuler la prolifération des TIL de rat
a également été étudiée. Pour cela, les TIL ont été cultivés sans antigénes tumoraux pendant
les 23 premiers jours, puis des cellules tumorales autologues irradiées ont été ajoutées. La
figure 35 montre que la prolifération des TIL est caractérisée par une multiplication de plus de
4 fois du nombre de cellules durant les 3 premiéres semaines de culture, puis, durant les cinq
jours suivants, par une rapide amplification, suite a I’ajout des cellules tumorales autologues
irradiées, permettant d’atteindre un nombre de TIL 10 fois supérieur a celui de départ. Ces
résultats indiquent donc que les TIL issus d’ostéosarcome de rat sont trés sensibles aux

antigénes tumoraux exprimés par les cellules tumorales autologues.

Ces différentes expériences démontrent donc qu’il est possible d’obtenir des TIL a
partir de la plupart des pathologies tumorales osseuses étudiées, mais que seuls les TIL issus
d’ostéosarcome présentent une activité cytotoxique contre des lignées tumorales

allogéniques.
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Figure 34 : Comparaison de la cytotoxicité des TIL et des PBL d’ostéosarcome de rat.

Les TIL sont isolés a partir de biopsies d’ostéosarcome de rat (n = 8), et les PBL autologues a
partir du sang périphérique, par séparation par gradient de densité. Aprés 14 jours de culture
dans du milieu X-VIVO 15 supplémenté avec de I’'IL-2 a 900 Ul/ml, leur cytotoxicité est
déterminée par des tests de relargage du °'Cr. Les lignées allogéniques d’ostéosarcome de rat
UMR 106 et ROS 17/2.8 ainsi que les cellules tumorales autologues sont utilisées comme
cellules cibles. * P <0,05.
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Figure 35 : Etude de la prolifération des TIL issus d’ostéosarcome de rat.

Les TIL sont isolés, a partir de biopsies d’ostéosarcome de rat, par traitement enzymatique et
sont cultivés a 5 x 10° cellules/puits (dans des plaques 6 puits) pendant 28 jours dans du
milieu X-VIVO 15 supplémenté avec de I’'IL-2 a 900 UI/ml. Au jour 23 (fléche), 20 x 10’
cellules tumorales autologues irradiées (75 grays) sont ajoutées dans chaque puits. Les TIL
sont numérés par comptage au bleu trypan. Ces résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes.
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Le tissu osseux est un tissu conjonctif complexe en perpétuel remaniemant: la
succession des phases d’apposition, assurées par les ostéoblastes, et de résorption,
dépendantes de 1’activité des ostéoclastes, permettent son renouvellement constant et son
adaptation. Cependant, afin de permettre le maintien de la masse osseuse, ces deux processus
doivent étre finement régulés. Cette régulation est essentiellement contrdlée par des cytokines
appartenant a la superfamille des Tumor Necrosis Factors (TNF) et de leurs récepteurs, et plus
particulierement par les molécules OPG, RANK-L et RANK. Cette triade représente en effet
1I’élément clé vers lequel converge la plupart des systémes régulateurs de la résorption osseuse
connus a ce jour. L’OPG est décrite comme étant un inhibiteur de 1’interaction
RANK-L/RANK et par conséquent un inhibiteur de la résorption osseuse. Cependant peu de
choses sont connues sur son action directe sur les cellules osseuses. C’est pourquoi, dans la
premicre partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’activité biologique de ’OPG et
plus précisément a I’étude des mécanismes impliqués dans cette activité. Pour cela, deux
modeles d’ostéoclastogenese ont été utilisés, un modele d’ostéoclastes purifiés de lapereaux et
un modéle de précurseurs ostéoclastiques murins, la lignée RAW 264.7. Les interactions
moléculaires entre la triade OPG / RANK-L / RANK et les protéoglycanes, ainsi que leur
implication dans I’activité biologique de I’OPG, ont également été étudiées.

La seconde partie de travail porte sur la caractérisation phénotypique et fonctionnelle
de TIL extraits a partir de biopsies de tumeurs osseuses humaines ou d’ostéosarcome de rat, et
ce, dans le but d’évaluer leur intérét thérapeutique. En effet, la réponse au traitement actuel
des tumeurs osseuses, basé sur I’exérése de la tumeur associée a une chimiothérapie, est
souvent insuffisante, de nouvelles approches thérapeutiques, telle que 1I’immunothérapie

passive, doivent donc étre envisagées.
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Les premicres données suggérant que I’OPG pouvait se fixer a la surface de cellules
eucaryotes ont été présentées par Kwon et al (1998). En effet, ces auteurs ont identifi¢ une
nouvelle molécule appelée TR1 (TNF Receptor related molecule 1) capable d’exercer des
activités biologiques directes incluant 1’inhibition de I’ostéoclastogenése et la prolifération
des fibroblastes. En réalité cette molécule est identique a I’OPG. Des expériences de
Scatchard ont mis en évidence 1’existence de deux récepteurs pour TR1, I’un de haute affinité
(Kp = 45 pM) et I'autre d’affinité moyenne (Kp = 320 pM). Si le récepteur de haute affinité
décrit par Kwon et al peut correspondre a RANK-L, celui d’affinit¢ moyenne reste a
identifier. Les mécanismes selon lesquels I’OPG exerce son activité biologique, ainsi que les
caractéristiques de ses interactions moléculaires avec les ostéoclastes, ne sont pas clairement
définis. L’équipe d’Hakeda et al a mis en évidence, pour la premicre fois, une activité directe
de ’OPG sur des ostéoclastes isolés et ce via une protéine de 140 kDa (Hakeda et al, 1998).
En effet, ces travaux ont révélés que ’OPG est capable d’inhiber, de maniére directe,
I’activité de résorption des ostéoclastes matures. La nature exacte du ou des récepteurs a
I’OPG présents sur les ostéoclastes n’a pas, a ce jour, été mieux caractérisée. RANK-L a été
¢liminé des candidats potentiels puisqu’il n’est pas exprimé par les ostéoclastes, cependant,
dans le modele d’ostéoclastes de lapin utilisé, sa production par des cellules stromales
contaminantes n’est pas a exclure.

Les surnageants de culture d’ostéoclastes purifiés de lapin présentent une activité
métallo-protéasique que nous avons pu €Etre mise en évidence par des expériences de
zymographie. En effet, une bande majoritaire de 92 kDa, correspondant a la forme latente de
la MMP9Y, et une bande beaucoup plus faible de 62 kDa, correspondant a la MMP2, ont été
identifiées. Ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus en RT-PCR puisque I’ARNm
de la MMP9 est exprimé a un taux élevé dans les ostéoclastes purifiés de lapin alors qu’un

treés faible signal a pu étre détecté pour le messager de la MMP2. Dans des cultures de cellules
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totales osseuses il est possible d’observer une activit¢ MMP2 qui est vraisemblablement due
aux ostéoblastes/cellules stromales (Rousselle et al, 2000), c’est pourquoi, dans les
surnageants d’ostéoclastes purifiés, seule une trés faible activité est détectable. L’activité
MMP9 mise en évidence ici correspond quant a elle a 1’activité de la forme latente de la
protéase, ou pro-MMP9. Dans un environnement physiologique, cette pro-MMP9 pourrait
ensuite étre activée par des facteurs tels que la stromélysine ou la plasmine (Ramos-
DeSimone et al, 1999).

L’expression et 1’activit¢ basales de la MMP9 dans les ostéoclastes peuvent étre
stimulées par I’OPG. En effet, ’ARMm de la MMP?9 ainsi de I’activité de la pro-MMP9 sont
fortement augmentés en présence d’OPG a 100 ng/ml. Une stimulation de I’activité de la
MMP2 est de plus observée avec 100 ng/ml d’OPG. RANK-L est également capable de
stimuler I’expression et 1’activité de la MMP9 dans les ostéoclastes purifiés (Wittrant et al,
2003). Ces deux molécules, OPG et RANK-L, exercent donc la méme activité stimulatrice sur
la MMP9 ce qui révele que 1’action de I’OPG décrite ici n’est pas liée a une inhibition de
RANK-L. Ces résultats sont cependant en contradiction avec le role inhibiteur de I’OPG sur la
résorption osseuse. Les MMP ne sont pas seulement impliquées dans la dégradation de la
matrice osseuse. En effet, la MMP9 joue aussi un role dans [’activité invasive des
ostéoclastes. Dong et al ont confirmé cette hypothése par des expériences d’invalidation de
gene, et démontré ’implication de la MMP9 dans I’induction de la mobilité et le recrutement
de pré-ostéoclastes par des cellules d’adénocarcinome prostatique issues de la lignée PC3
(Dong et al, 2005). Par conséquent, les MMP exprimées par les ostéoclastes pourraient étre
plus largement impliquées dans leurs propriétés de migration et d’attachement aux
composants matriciels que dans la formation de la lacune de résorption. Ainsi, la stimulation
des MMP par I’OPG pourrait étre le reflet d’une régulation des mécanismes d’initiation de la

résorption osseuse. Par ailleurs, 1’étude de I’activité des MMP in vitro par zymographie ne
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tient pas compte de la régulation de cette activité par les TIMP qui sont leurs inhibiteurs
naturels. Par RT-PCR il a cependant été¢ possible de montrer que 1’OPG stimule également
I’expression de TIMP-1 ce qui suggere que la balance entre I’activité des MMP et des TIMP

puisse s’équilibrer en présence de ce facteur (Wittrant et al, 2002).

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans la stimulation de la
MMP9 par I’OPG dans les ostéoclastes, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques de
différentes voies de transduction intracellulaires. Les résultats obtenus indiquent que
I’inhibition de la PKC, des MAPK (ERK1/2 et p38), des tyrosines kinases ou de Ras abolit
totalement la stimulation de la MMPY induite par I’OPG. Ceci démontre que I’OPG a la
capacité d’activer la voie des ras/sMAPK dans les ostéoclastes et ainsi de stimuler 1’expression
de la MMPO et I’activité de la pro-MMPO.

L’étude des voies de transduction activées par I’OPG a ensuite été poursuivie en
utilisant la lignée murine RAW 264.7. Ces cellules, différenciées en présence de RANK-L et
exprimant des marqueurs ostéoclastiques (RANK, TRAP, CTR, cathepsine K), nous ont
permis de mettre en évidence 1’induction de la phosphorylation des molécules ERK1/2 et p38
par ’OPG. Alors que ces cellules n’expriment pas RANK-L, un anticorps anti-RANK-L
bloquant est capable d’inhiber totalement I’activation de p38 par I’OPG et de réduire
légérement celle de ERK1/2, démontrant ainsi que la signalisation induite par I’OPG est
dépendante de RANK-L. De la méme manicre, un exces de RANK-L libre abolit également la
phosphorylation de p38 par ’OPG. Dans les cellules RAW 264.7, RANK-L utilisé¢ pour
stimuler 1’ostéoclastogenése, est, comme 1’ont démontré des expériences de cytométrie en
flux, toujours fixé a RANK exprimé a la surface des ostéoclastes. Nous pouvons alors
supposer que I’OPG se lie au complexe RANK / RANK-L et induit ainsi I’activation de p38.

Cette hypothese est renforcée par les résultats des expériences de résonance plasmonique de
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surface qui ont révélé que ’OPG pouvait se fixer au complexe RANK / RANK-L préformé
constituant alors un complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG. De plus, la fixation d’un
anticorps anti-RANK-L sur le complexe RANK / RANK-L inhibe la fixation ultérieure de

I’OPG.

Ces résultats permettent donc d’expliquer 1’activité biologique directe de I’OPG, sur
les ostéoclastes purifiés de lapin et sur les cellules RAW 264.7 différenciées, grace a la
formation d’un hétéro-complexe moléculaire RANK / RANK-L / OPG. Ainsi, ’OPG se
comporte comme un récepteur compétiteur en inhibant la fixation de RANK-L a RANK, mais
peut également induire la phosphorylation de p38 via RANK-L. Ces actions de I’OPG
peuvent dépendre de la séquence d’association de ces deux molécules. En effet, lorsque
I’OPG se lie a RANK-L, avant que celui-ci n’interagisse avec RANK, I’OPG agit comme un
récepteur compétiteur. Ceci a été confirmé par résonance plasmonique de surface puisque la
pré-incubation de RANK-L avec I’OPG, inhibe la fixation ultérieure de RANK-L a RANK.
Dans le cas ou RANK-L se fixe a RANK, exprimé a la surface des ostéoclastes, avant
d’interagir avec I’OPG, la formation d’un complexe ternaire est alors possible et I’OPG a la
possibilité d’induire I’activation de p38.

L’existence de ce complexe ternaire n’a cependant pas pu €tre confirmée dans un
modele cellulaire. En effet, les expériences de Scatchard, réalisées sur les cellules 2.93 RANK
pré-incubées avec RANK-L, n’ont pas permis d’obtenir une fixation spécifique de ’OPG
radiomarquée. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce résultat. Tout d’abord, les expériences
de BIAcore sont réalisées a température ambiante alors que ’incubation des cellules avec
I’OPG radiomarquée se fait a 4°C ce qui peut entrainer une modification des constantes
cinétiques. La seconde hypotheése est liée a des différences de conformation. RANK est

généralement présent a la membrane cellulaire sous forme trimérique (Locksley et al, 2001;
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Walsh et Choi, 2003), cependant, dans les expériences de résonance plasmonique de surface,
il est immobilis¢ de maniére aléatoire sur le support de dextran, ce qui induit une
conformation différente. De méme, dans un modele cellulaire, RANK-L se lie 8 RANK sous
forme de trimére ce qui forme un complexe avec une stcechiométrie 3:3, présentant une
conformation particuliére et un encombrement stérique important (Locksley et al, 2001;
Walsh et Choi, 2003). Dans les études de BIAcore, cette stoechiométrie est vraisemblablement
modifiée ce qui peut induire une fixation de I’OPG au complexe RANK / RANK-L plus

stable, et donc plus facile a mettre en évidence, que dans les expériences de Scatchard.

La faible inhibition, par un anticorps anti-RANK-L, de I’activation de ERK1/2 induite
par ’OPG, suggére quant a elle I’existence d’un second site de liaison pour I’OPG qui reste a
déterminer. Dans ce contexte, les protéoglycanes tels que le syndecan-1 semblent étre de bons
candidats. En effet, Standal et al ont révélé que I’OPG peut se lier au syndecan-1 exprimé a la
surface des cellules de myélome, mettant ainsi en évidence un nouveau site de liaison
potentiel pour ’OPG (Standal et al, 2002). Plus récemment, des travaux effectués par I’équipe
de Mosheimer ont démontré que I’OPG affecte la migration des monocytes en interagissant
avec le syndecan-1 (Mosheimer et al, 2005). RANK-L est également capable d’avoir un effet
chimioattractant sur les monocytes (Breuil et al, 2003). Ces résultats indiquent, comme ceux
que nous avons obtenus sur la MMP9, que I’OPG et RANK-L peuvent avoir des effets
similaires, ce qui est en contradiction avec 1’activité inhibitrice de I’OPG sur la liaison RANK
/ RANK-L classiquement décrite. L’interaction, de ’OPG avec le syndecan-1 révélée par
Mosheimer et al, induit I’activation des voies dépendantes de la protéine kinase C, de la
phosphatidylinositol-3-kinase/Akt et des tyrosines kinases. Ces résultats renforcent notre
hypothese selon laquelle 1’activation, par I’OPG, de ERK1/2 dans les cellules RAW 264.7

pourrait étre dépendante des protéoglycanes. D’autres expériences ont par ailleurs montrées
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que le pervanadate peut activer des kinases intracellulaires conduisant a la phosphorylation de
résidus tyrosine du syndecan-1 (Reiland et al, 1996). Les protéoglycanes, considérés comme
des co-récepteurs pour les facteurs de croissance, sont ainsi également capables d’influencer
I’activation de récepteurs tyrosines kinases variés (Bernfield et al, 1992). Dans nos
expériences nous avons mis en évidence que 1’activitét MMPY, induite par ’OPG dans les
ostéoclastes purifiés, est abolit par un inhibiteur des tyrosines kinases. Ceci renforce de
nouveau I’hypothése d’un rdéle prépondérant des protéoglycanes dans I’activité biologique

directe de I’OPG.

Afin d’étudier les interactions pouvant exister entre le systtme RANK / RANK-L /
OPG et différents GAG, des expériences de résonance plasmonique de surface ont été
réalisées. Nous avons tout d’abord pu confirmer que I’OPG, qui posséde un site de liaison
spécifique a I’héparine (Yamaguchi et al, 1998), se fixe sur cette molécule avec une forte
affinité (Kp = 0,28 nM). Ensuite, alors qu’elle ne se fixe ni & RANK, ni aux complexes
RANK / RANK-L ou RANK / RANK-L / OPG, I’héparine inhibe la fixation de I’'OPG au
complexe RANK / RANK-L préformé. Des travaux, réalisés au sein de notre laboratoire, ont
montrés que I’OPG est capable d’influencer la demi-vie de RANK-L membranaire en
stimulant son internalisation et sa dégradation (Kwan Tat et al, soumis). Des expériences de
western blot ont alors permis de mettre en évidence que la pré-incubation de I’OPG avec
I’héparine abolit cet effet sur la demi-vie de RANK-L. Ce résultat est donc en corrélation avec
I’inhibition de la fixation de I’OPG, par I’héparine, observée en BIAcore. Cependant, des
expériences de Scatchard dans lesquelles ’OPG radiomarquée, pré-incubée avec de
I’héparine, est ajoutée sur des cellules 2.93 RANK-L n’a pas permis de retrouver une telle
inhibition de fixation. La différence observée entre ces deux manipulations ne semble pas lice

aux conditions expérimentales puisqu’il est possible d’inhiber la fixation de ’OPG aux
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cellules 2.93 RANK-L par des concentrations croissantes de RANK-L soluble. Elle peut par
contre peut-&tre s’expliquer par un défaut de liaison entre I’OPG radiomarquée et 1’héparine.
Au niveau du site de liaison a I’héparine de I’OPG, qui est composé des 50 derniers acides
aminés de la protéine (Yamaguchi et al, 1998), il existe deux histidines mais surtout trois
tyrosines sur lesquels peut se fixer 1’iode 125 (Morinaga et al, 1998). La présence d’atomes
d’iode pourrait donc altérer la fixation de I’héparine a I’OPG.

I1 a été démontré que les héparanes sulfates sont responsables de la séquestration de
différents facteurs de croissance et cytokines (Vlodavsky et al, 1991 ; Hildebrand et al, 1994)
dans la matrice extracellulaire ou a la surface des cellules. Cette séquestration peut
promouvoir la fixation du facteur de croissance a son récepteur spécifique et ainsi stimuler
son action (Steinfeld et al, 1996) ou au contraire I’empécher d’interagir avec ses cellules
cibles et ainsi avoir un effet inhibiteur (Bi et al, 2005). L’équipe de Borset a en particulier mis
en évidence que les molécules de syndecan-1, regroupées au niveau d’uropodes dans les
cellules de myélome polarisées, sont capables de séquestrer ’'HGF et ’OPG (Borset et al,
2000). L’association de ces données et de nos résultats suggere que I’OPG, ainsi séquestrée,

ne puisse plus interagir avec RANK-L ce qui favoriserait la résorption osseuse.

La taille minimale des chaines saccharidiques nécessaire pour obtenir une activité
inhibitrice comparable a celle de I’héparine a ensuite ét¢ déterminée. Si une chaine de quatre
résidus saccharidiques n’exerce qu’une tres faible inhibition, une molécule composée de 10
résidus est en revanche capable d’abolir la fixation de I’OPG au complexe RANK / RANK-L
d’une manicre identique a I’héparine compléte. Des expériences de western blot, similaires a
celle réalisée avec I’héparine, ont permis de confirmer ces résultats. En effet, le
décasaccharide est, comme 1’héparine, capable d’inhiber I’effet de I’OPG sur la demi-vie de

RANK-L, alors que le tétrasaccharide ne le peut pas. L’importance de la sulfatation dans
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I’activité inhibitrice de 1I’héparine a également été analysée. Nos résultats montrent que seule
la molécule d’héparine totalement désulfatée perd son pouvoir inhibiteur, alors que 1’héparine
N-désulfatée inhibe la fixation d’OPG au complexe RANK / RANK-L de 85% et que les
molécules 2-O-désulfatée, 6-O-désulfatée, N-désulfatée/N-ré-acétylée ont une activité
inhibitrice identique a celle de I’héparine. De nombreuses études ont mis en évidence
I’importance de la sulfatation dans la fixation des facteurs de croissance, et autres molécules,
aux glycosaminoglycanes, ainsi que dans la régulation de leurs activités biologiques (Garg et
al, 2003 ; Ricard-Blum et al, 2004 ; Deepa et al, 2004 ; Taylor et al, 2005). Des travaux de
Pye et al ont en effet révélé que la 6-O-sulfatation des chaines d’héparanes sulfate était
primordiale pour ’activité du FGF-1 (Pye et al, 2000). Ces auteurs ont de plus proposé que
des variations, au niveau de la position des O-sulfatations, soient responsables d’une
activation différentielle du FGF-1 ou du FGF-2. Nos résultats ont également permis de
souligner I’'importance de la sulfatation dans la liaison de I’OPG a I’héparine puisqu’une
molécule d’héparine totalement désulfatée n’est plus capable de se fixer a ’OPG. Cependant
I’utilisation de molécules sélectivement désulfatées n’a pas clairement révélé 1’implication
d’un type de sulfatation précis dans la fixation de I’OPG a I’héparine. Nos expériences ont été
réalisées avec de fortes concentrations d’héparines désulfatées ce qui a pu masquer des
différences entre les molécules. Il serait donc intéressant de refaire ces manipulations avec des

concentrations plus faibles afin de confirmer ou non les résultats précédents.

Enfin, nous avons voulu comparer ’effet de I’héparine, sur la fixation de I’'OPG au
complexe RANK / RANK-L, a celui d’autres GAG : héparanes sulfates, dermatane sulfate
(DS), chondroitine sulfate (CS). Dans des expériences de résonance plasmonique de surface
ou de western blot, ces molécules, a forte concentration, exercent le méme effet que

I’héparine c’est-a-dire une inhibition totale de la fixation de I’OPG. Cependant a plus faible
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dose, les différents GAG testés, et en particulier les DS et CS, ont une activité inhibitrice
supéricure a celle de I’héparine. Des études trés récentes ont démontré que les effets
inhibiteurs des GAG, sur la prolifération d’ostéoblastes et de cellules d’ostéosarcome, étaient
dépendants de leur type et de leur composition chimique (Nikitovic et al, 2005). Plus
précisément, ces auteurs indiquent que la présence d’acide iduronique confére au DS un
pouvoir inhibiteur supérieur a celui du CS. L’héparine, quant a elle, a une activité inhibitrice
plus importante que le CS ou le DS et ce grace a la présence de disaccharides tri-sulfatés dans
sa structure. Nos résultats sont en contradiction avec ceux de Nikitovic puisque, de tous les
GAG testés, I’héparine a le plus faible pouvoir inhibiteur. Cependant, des variations de
sulfatation et de composition chimique entre les unités disaccharidiques des GAG, pourraient

¢galement étre a 1’origine des différences observées dans nos expériences.

Dans la premiere partie de ce travail nous avons donc pu montrer que I’OPG est
capable d’exercer une activité¢ biologique directe sur les ostéoclastes passant par I’activation
de MAPK telles que p38 et ERK1/2. La phosphorylation de p38 est dépendante de RANK-L
et pourrait étre consécutive a la formation d’un complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG
dont I’existence a été révélée grace a des expériences de résonance plasmonique de surface.
La réalité biologique de ce complexe doit cependant étre confirmée. Pour cela, les conditions
des expériences de Scatchard déja initiées et utilisant de I’OPG radiomarquée, pourront étre
modifiées : modifications de la température et du temps incubation, utilisation d’autres lignées
cellulaires exprimant RANK... Des expériences de cytométrie en flux pourront également
étre envisagées de méme que de la microscopie confocale. L’ activation de la voie ERK1/2 par
I’OPG est, quant a elle, indépendante de RANK-L, mais pourrait impliquer par la fixation de
I’OPG a un protéoglycane tel que le syndecan-1. Afin de vérifier cette hypothese, les

expériences de western blot réalisées sur les cellules RAW 264.7, pourront étre répétées en
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traitant préalablement les cellules avec de 1’héparinase ou de 1’héparitinase, ou en utilisant un
anticorps anti-syndecan-1, et en évaluant les effets sur la phosphorylation de ERK1/2.
L’obtention de cellules sur-exprimant le syndecan-1, seul ou en association avec RANK,
permettra également d’étudier plus en détails I’implication de cette molécule dans 1’activité
biologique de I’OPG.

Les interactions entre le systtme RANK / RANK-L / OPG et des GAG ont par ailleurs
¢été étudiées. Nous avons ainsi mis en ¢évidence la capacité de I’héparine, et d’autres GAG, a
inhiber la fixation de I’OPG au complexe RANK / RANK-L, révélant une possible
implication de ces molécules dans le contrdle de la biodisponibilité de I’OPG. Des différences
entre les GAG testés ont cependant été trouvées et nécessiteront d’étre mieux caractérisées :
importance de la composition chimique des unités disaccharidiques, nombre et position des
groupements sulfates intervenant dans la liaison... Pour cela des oligosaccharides de structure

et de composition en groupement sulfate définies pourront étre utilisés.
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Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons démontré que des TIL peuvent étre
extraits de la plupart des tumeurs osseuses de 1’adulte étudiées (ostéosarcomes, sarcomes
d’Ewing, TCG, plasmocytomes) exception faite des chondrosarcomes, de la dysplasie
fibreuse et de 50% des métastases osseuses. Nous avons également mis en évidence que seuls
les TIL d’ostéosarcomes présentent une activité cytotoxique contre des lignées tumorales
allogéniques et que cette activité est significative comparée a celle des PBL autologues.

Les lymphocytes présents au niveau d’un site tumoral peuvent étre constitués de
lymphocytes T générant une réponse anti-tumorale spécifique associés a une composante non
spécifique responsable de la réponse inflammatoire. Cependant, ces cellules spécifiques sont
en nombre insuffisant pour permettre 1’élimination de la tumeur. Dans ce contexte, le transfert
adoptif de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques s’est avéré efficace pour induire une
régression tumorale dans différents modeles animaux (Lynch et Miller, 1991 ; Melief et Kast,
1995). Par ailleurs, si I’isolement et la caractérisation de TIL a partir de tumeurs malignes
humaines ont pu étre réalisés (Kowalczyk et al, 1997 ; Diederichsen et al, 1999 ; Yakirevich
et al, 1999 ; Dudley et al, 2003), peu de données concernant les tumeurs osseuses sont
disponibles dans la littérature, excepté pour les tumeurs pédiatriques (Rivoltini et al, 1992).
La présence de lymphocytes T dans les ostéosarcomes humains a été précédemment étudiée
par Trieb et al (1998). L analyse phénotypique a révélé que ces lymphocytes infiltrant sont a
95% CD3" et a 68% CD8". L’équipe de Rivoltini a également analysé le phénotype de TIL
issus de 37 tumeurs pédiatriques, dont 12 ostéosarcomes, et démontré qu’ils étaient
majoritairement CD8" (Rivoltini et al, 1992). Ces auteurs ont de plus mis en évidence que
I’activité lytique de ces TIL contre les cellules tumorales allogéniques et autologues était
variable et dépendait de I’histologie de la tumeur. Rivoltini et al ont alors conclu, en 1992,
que les TIL extraits a partir de tumeurs pédiatriques étaient difficiles & amplifier a un niveau

suffisant pour des immunothérapies, mais que ceci était tout de méme envisageable.
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Dans notre étude, les phénotypes des TIL issus des différents cas d’ostéosarcomes
humains chez 1’adulte, sont trés similaires : en moyenne 77% des cellules sont CD3", 50%
CD4" et 15,5% CDS". Ces cellules possédent de plus une forte activité cytotoxique dirigée
contre les quatre lignées tumorales allogéniques testées, alors que pour les PBL autologues
cette cytotoxicité est beaucoup moins importante. Cette différence entre les TIL et les PBL
peut s’expliquer par un processus de ciblage des lymphocytes T spécifiques de la tumeur sur
le site de la tumeur lui-méme. En effet, récemment, Haanen et al ont analysé, chez des
patients atteints de mélanome métastatique, la présence de TIL et de cellules T circulantes
spécifiques d’antigénes associés aux tumeurs (AAT), avant et aprés vaccination par des
cellules tumorales autologues (Haanen et al, 2005). Ils ont ainsi démontré que, chez aucun des
patients, les cellules T spécifiques d’AAT ne se trouvaient présentes, au méme moment, dans
le sang circulant et dans la tumeur. Aucun changement significatif de la fréquence et de la
spécificité des cellules T spécifiques d’AAT circulantes n’a pu étre mis en évidence, au cours
du traitement, alors que des TIL spécifiques d’AAT ont pu étre détectés dans le tissu tumoral
pour 75% des biopsies analysées. Ces résultats suggerent qu’un phénomene de ciblage des
cellules T spécifiques de la tumeur, au sein méme de la tumeur, pourrait contribuer a

Pefficacité de I’immunité anti-tumorale.

Ce travail de caractérisation phénotypique et fonctionnelle des TIL a également été
réalisé dans un modele expérimental d’ostéosarcome, mimant la pathologie humaine, chez le
rat. Les TIL extraits a partir des biopsies tumorales de rat, présentent un phénotype similaire a
celui des TIL d’ostéosarcomes humains : 90% de cellules CD3", 50% de CD4" et 18% de
CD8". De méme, ils possédent une importante activité cytotoxique contre des lignées
tumorales autologues et allogéniques. La prédominance des TIL CD4", obtenus a partir des

biopsies de rat ou humaines, contraste avec les données rapportées par Topalian et al (1987).

163



DISCUSSION

En effet, ces auteurs ont montré une corrélation entre les lymphocytes CD8" et une forte
activité¢ cytotoxique. Cependant, il faut considérer le réle de la sous-population de
lymphocytes T CD4" sur Iactivité des TIL CDS8". La survie des lymphocytes T CD8" et leur
activité contre la plupart des tumeurs sont augmentées par les cellules T CD4" helper
(CD4°CD25") et inhibées par les cellules T CD4" régulatrices (CD4'CD25") (Antony et al,
2005 ; Kojima et al, 2005 ; Ormandy et al, 2005 ; Yu et al, 2005). En effet, les cellules T
CD4'CD25" sont capables de maintenir un microenvironnement, au niveau du site tumoral,
qui masque l'immunogénicité de la tumeur et permet ainsi la croissance progressive de
tumeurs antigéniques. Dans ce cas, la suppression (in vivo ou ex Vivo pour les TIL extraits)
des cellules T régulatrices, représente une approche immunothérapeutique possible.
Cependant des données contradictoires ont également été avancées : dans le cas des tumeurs
intestinales, qui sont fortement associées & un microenvironnement inflammatoire, une
régression apreés injection de cellules T régulatrices CD4 CD25" est observée (Erdman et al,
2005). L’ensemble de ces publications souléve donc I’hypothése de plus larges fonctions,
pour les lymphocytes régulateurs, dans la prévention et le traitement des cancers humains.
Ainsi, la prédominance CD4" dans la population des TIL ne devrait pas étre préjudiciable au
succes d'immunothérapies basées sur les lymphocytes T, mais doit étre étroitement corrélée a
leur statut CD25" (faible ou élevé).

L’activité lytique présentée par les TIL d’ostéosarcome de rat est plus faible contre les
cellules ROS 17/2.8 que contre la lignée UMR 106 ou les cellules tumorales autologues ce qui
suggerent I’existence d’antigénes tumoraux communs partagés par les cellules tumorales. De
plus, nous avons pu mettre en évidence que la prolifération des TIL de rat pouvait étre
restimulée par des antigénes tumoraux autologues apportés par des cellules tumorales

autologues irradiées. Ces résultats révelent qu’une stimulation par des antigénes tumoraux
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pourrait étre une technique efficace pour I’amplification des TIL en vue de leur utilisation en
immunothérapie.

Durant la derniére décennie, différentes publications ont soulignées la possibilité
d’utiliser la thérapie cellulaire dans le traitement des ostéosarcomes. L’identification
d’antigénes tumoraux humains a ouvert de nouveaux horizons pour I’immunothérapie des
cancers basée en particulier sur le ciblage de ces antigénes. En effet, plusieurs antigénes
tumoraux tels que MAGE-1, 2, 3, 6 (Sudo et al, 1997), SART-1 (Ishida et al, 2000), SART-3
(Tsuda et al, 2001) et PBF (papillomavirus binding factor) (Tsukahara et al, 2004), sont
exprimés dans les ostéosarcomes ce qui représente un argument fort pour développer des
thérapies cellulaires pour cette pathologie. SART-3 est fortement exprimé dans les
ostéosarcomes. De plus, il est capable d’induire des lymphocytes T cytotoxiques restreints au
HLA-A2 spécifiques de la tumeur (Tsuda et al, 2001). Ces données mettent en avant
I’utilisation potentielle de peptides dérivés de SART-3 pour une immunothérapie spécifique
des patients souffrant d’ostéosarcome et exprimant les molécules HLA-A2. En tenant compte
de ces résultats et de la prévalence des molécules HLA-A2 et HLA-A24", cette stratégie
pourrait étre applicable a environ 60% des patients atteints d’ostéosarcomes. De plus, des
essais cliniques utilisant des peptides dérivés de SART-3 chez des patients HLA-A24" atteints
de cancer du colon, ont montré 1’existence d’une augmentation significative de la réponse
immunitaire cellulaire, contre les cellules tumorales, associée a une absence d’effets
secondaires séveres (Miyagi et al, 2001). Ceci encourage I’utilisation d’une telle stratégie
pour le traitement des ostéosarcomes. Trieb et al ont par ailleurs mis en évidence I’implication
de la molécule Hsp72 (Heat-Shock protein 72) dans I’interaction entre les lymphocytes T et
les cellules ostéosarcomateuses exprimant cette molécule (Trieb et al, 2000). Grace au
potentiel cytotoxique de ces lymphocytes, I’induction de la Hsp72 dans les ostéosarcomes

pourrait induite une augmentation de la réponse immunitaire et donc une régression de la
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tumeur. Ces données prises dans leur ensemble, ainsi que certaines expériences
complémentaires réalisées chez I’animal, révelent que 1’utilisation de lymphocytes spécifiques
d’antigénes tumoraux serait une stratégie thérapeutique plus efficace que I’immunothérapie

basée sur I’injection de TIL polyclonaux.

Les résultats présentés dans la deuxiéme partie de ce travail indiquent que des TIL,
possédant une importante activité cytotoxique, peuvent étre facilement extraits a partir de
biopsies d’ostéosarcomes de 1’adulte. Ceci laisse envisager la possible utilisation des TIL pour
le traitement des patients atteints d’ostéosarcome. Cependant, la caractérisation de ces cellules
dans les ostéosarcomes humains doit €étre poursuivie. Des lignées tumorales autologues seront
par ailleurs développées afin de caractériser les capacités fonctionnelles des TIL ainsi isolés.
Enfin, la présence d’antigénes tumoraux sera également recherchée chez ces patients, dans le
but de mieux caractériser les tumeurs, mais aussi de sélectionner des TIL spécifiques de ces
antigenes.

Des TIL, présentant une activité lytique élevée, ont également pu étre obtenus a partir
d’un modele d’ostéosarcome chez le rat. Les conditions d’amplification de ces cellules
doivent étre encore améliorées afin d’en obtenir un nombre suffisant pour effectuer des
expériences d’immunothérapie. Différentes études réalisées chez ’homme, ont montré que
des molécules telles que les anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (Flens et al, 1993 ; Hellstrom et
al, 2001), I’IL7 (Ditonno et al, 1992) ou I’'IL12 (Zeh HJ 3rd et al, 1993), sont capables de
stimuler la prolifération des TIL. Les effets de ces molécules sur ’expansion des TIL
d’ostéosarcome de rat pourront donc étre analysés. Des essais d’immunothérapie seront alors
envisagés : les différents traitements seront étudiés sur une période moyenne de 6 semaines
aprés exérése des tumeurs primitives chez les rats. L’efficacité de ces cellules sur la réponse

tumorale sera analysée en suivant 1’évolution de paramétres biologiques (réponse cellulaire
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induite, étude histologique, marqueurs du remodelage osseux), cliniques (survie des animaux,

évolution des métastases pulmonaires) et radiologiques.
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L’ensemble de ce travail a permis de montrer que I’OPG n’est pas seulement un
récepteur leurre, inhibiteur de la fixation de RANK-L sur RANK, mais qu’elle peut avoir un
effet direct sur ’activité des cellules ostéoclastiques (transcription, activité enzymatique,
signalisation intracellulaire). Nous avons également mis en évidence la formation d’un
complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG, ainsi qu’une régulation de la biodisponibilité de
I’OPG par les protéoglycanes.

Les fonctions biologiques de ces molécules sont donc trés complexes et diversifiées, et
ne sont, de plus, pas restreintes au tissu osseux. En effet, la triade RANK / RANK-L / OPG
constitue une sorte de pont moléculaire entre les systémes osseux et immunitaire, donnant
ainsi naissance a un nouveau concept : 1’ostéoimmunologie (Walsh et Choi, 2003). Une
connaissance globale des fonctions biologiques de ces molécules représente donc 1’objectif a
atteindre dans les années futures. Cette connaissance est primordiale afin d’évaluer
I’ensemble des effets de I’'OPG, ou de RANK-Fc, dont I’utilisation constitue un réel espoir
pour le traitement des pathologies tumorales osseuses. D’autres approches thérapeutiques sont
¢galement trés encourageantes. En particulier nous avons pu montrer que des TIL, possédant
une forte activité cytotoxique, pouvaient étre obtenus a partir de biopsies d’ostéosarcome.
Leur utilisation, dans des protocoles d’immunothérapie adoptive, semble donc envisageable.
Il est cependant trés probable que le traitement le plus efficace des tumeurs osseuses
corresponde a 1’association de ces différentes approches. En effet, la mise en place d’une bi-
thérapie associant un traitement anti-tumoral (thérapie cellulaire, chimiothérapie...) a un
traitement anti-résorption (OPG, RANK-Fc, bisphosphonates...) permettra d’améliorer la

réponse thérapeutique et ainsi la survie des patients.
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ANNEXES

Solutions utilisées pour la zymographie :

% Gel a 10% d’acrylamide :

Acrylamide / bis-acrylamide a 40 % (37,5/1) 5ml

Tris 1,5 M pH 8,8 3,33 ml

SDS 10 % 250 pl

Gélatine 10 % 438 pl

Ammonium persulfate 10 % 125 pl

TEMED 41 ul

H,O gsp 20 ml
% Tampon d’échantillon :

Tris 0,5M pH 6,8 200 pl

SDS 10 % 400 pl

Glycérol 400 pl

Bleu de bromophénol I mg

Tampon de migration pH 8,3 :

Tris 6g

Glycine 28,8 g

SDS 10 % 10 ml

H,O gsp 1000 ml
% Solution de coloration :

Méthanol 500 ml

Acide acétique glacial 70 ml

Bleu brillant de Coomassie lg

H,O gsp 1000 ml
% Solution de décoloration :

Meéthanol 200 ml

Acide acétique 70 ml

Glycérol 30 ml

H,O gsp 1000 ml
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ANNEXES

Solutions utilisées pour la biologie moléculaire :

Gel d’ARN

%+ Tampon de charge :

% Ficoll 25%

%2 Bleu de bromophénol saturé

% Gel d’électrophorese :

Agarose

MOPS (3-(N-morpolino) propane-sulfonic acid) 10X

Formaldehyde 37%
Eau DEPC
%+ Tampon de migration :

MOPS 1X

Gel d’ADN

s TAE50X:
Tris
EDTA 0,5 M
Acide acétique glacial 1 M
Eau distillée
% Tampon de charge :
Glycérol
TAE 1X
Bleu de bromophénol saturé

% Tampon de migration :

TAE 1X

0,50 g
Sml

8 ml

gsp 50 ml

121 g

50 ml

28,5 ml
gsp 500 ml

700 pl
700 pl
20 pl
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ANNEXES

Solutions utilisées pour le western blot :

s Tampon de lyse (Ripa Buffer)

NaCl 150 mM

Tris 50 mM, pH 7,4

NP-40 (Nonidet P-40) 1%
Sodium deoxycholate 0,25%
NaF 1 mM

NaVO4 1 mM

Leupeptine 10 pg/ml
Aprotinine 10 pg/ml

PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride) 0,5 mM
Glycérol 10%

H,O

Tampon de charge

Tris 0,5 M, pH 6,8 1,25 ml
Glycérol 2,5 ml
SDS (sodium dodecyl sulfate) a 10% 2 ml
Bleu de bromophénol a 0,5% 200 ul
[-mercaptoethanol 500 pl
H,O qsp 10 ml
% Gel dénaturant a 10% d’acrylamide
Acrylamide / bis-acrylamide a 30% (37,5 /1) 3,3 ml
Tris 1,5 M, pH 8,8 2,5 ml
SDS a 10% 100 pl
Ammonium persulfate a 10% 100 pl
TEMED (N, N, N’, N’- tetraméthyléthylénediamine) 4 ul
H,O qsp 10 ml
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Mécanismes d’action de I’ostéoprotégérine et étude de ses interactions avec les
protéoglycanes. Nouvelle approche thérapeutique des ostéosarcomes.

OPG, RANK, RANK-L, protéoglycane, ostéoclaste, ostéosarcome, TIL.

L’interaction entre RANK-L (Receptor Activator of NF-kB Ligand), exprimé par les
ostéoblastes, et RANK, présent a la surface des ostéoclastes, stimule 1’activité ostéoclastique
et donc la résorption osseuse. L’OPG (ostéoprotégérine), en se fixant a RANK-L, bloque cette
interaction et joue ainsi un role d’inhibiteur de ’activité des ostéoclastes. Le travail présenté
ici, révele que I’OPG posséde également un effet direct sur Dactivité des cellules
ostéoclastiques (transcription, activité enzymatique, signalisation intracellulaire). Cette
activité biologique de I’OPG implique des interactions avec les protéoglycanes mais aussi la
formation d’un complexe ternaire RANK / RANK-L / OPG. Par ailleurs, la caractérisation
phénotypique et fonctionnelle de TIL (Tumor-infiltrating lymphocytes), obtenus a partir de
diverses tumeurs osseuses, a été réalisée. Ces expériences ont mis en évidence 1’intérét des
TIL issus d’ostéosarcome pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques.

Osteoprotegerin’s mechanisms of action and study of its interactions with proteoglycans.
New therapeutic approach of osteosarcoma.

OPG, RANK, RANK-L, proteoglycan, osteoclast, osteosarcoma, TIL.

The interaction between RANK-L (Receptor Activator of NF-KB Ligand), expressed by
osteoblasts, and RANK, present at the surface of osteoclasts, stimulates the osteoclastic
activity and thus the bone resorption. OPG (osteoprotegerin), through its binding to RANK-L,
blocks this interaction and thus acts as a decoy receptor inhibiting osteoclast activities. The
present work reveals that OPG also exerts a direct effect on the osteoclasts (transcription,
enzymatic activity, intracellular signalling). These biological activities induced by OPG,
imply interactions with proteoglycans but also the formation of a ternary complex RANK /
RANK-L / OPG. In addition, the phenotypic and functional characterization of TIL (Tumor-
infiltrating lymphocytes), obtained from various bone tumors, was carried out. These
experiments highlighted the interest of TIL, resulting from osteosarcoma, for the development
of new therapeutic approaches.

THEOLEYRE Sandrine

LABORATOIRE DE PHYSIOPATHOLOGIE OSSEUSE ET THERAPIE DES TUMEURS
OSSEUSES PRIMITIVES - EA 3822 - INSERM ERI7
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