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INTRODUCTION GENERALE

L'ARN interférence est un mécanisme physiologique d'inhibition post-
franscriptionnelle de I'expression des genes basé sur une complémentarité de
séquence entre de petits ARNs double brin, les siRNAs et I'ARN messager cible.
Depuis la découverte de ce mécanisme dans les cellules de mammiferes en 2001,
I'utilisation de siRNA synthétiques est apparue comme une nouvelle stratégie
thérapeutique en visant I'expression de genes impliqués dans le développement de
pathologies. En effet, de nombreuses études en cours visent a tester le potentiel
thérapeutique de siRNAs tfransitoirement injectés ou l'intégration de séquences
ShRNA pour corriger stablement |'expression de transcrits au sein de cellules cibles.
Mon travail de these a pour but d'évaluer ces deux aspects du potentiel
thérapeutique de I'ARN interférence (1) par injection de siRNAs anti-résorption
osseuse dans un contexte tumoral : I'ostéosarcome, (2) par modification stable de
cellules par des séguences shRNA dans un contexte de pathologie génétique a

caractere dominant : I'ostéogenése imparfaite.

Dans le cadre du développement tumoral en site osseux (tumeurs primaires et
métastases osseuses), un cercle vicieux s'établit entre la prolifération tumorale et la
résorption osseuse. Cette ostéolyse est due a I'activation et la différenciation des
ostéoclastes via la reconnaissance de la cytokine RANKL (Receptor Activator of NF-
kB Ligand) par son récepteur RANK. Ainsi, des études précliniques dans un modele
d’ostéosarcome (la plus fréquente des tumeurs osseuses primitives), ont montré que
I'inactivation de Rankl par des récepteurs leurres était une stratégie efficace pour
prévenir les liaisons ostéolytiques et ainsi ralentir la prolifération de la tumeur. Une
nouvelle stratégie thérapeutique consisterait donc da bloquer directement
I'expression de RANKL de facon fransitoire par injection de siRNAs dans le

microenvironnement tumoral.

L'ostéogenése imparfaite est une maladie génétique & caractére dominant
due & une mutation sur les génes COLT1A1/COL1A2 codant les chaines al et a2 du
collagéne de type |. La triple hélice de collagene comportant une chadine anormale
présente alors un défaut quantitatif et qualitatif engendrant une fragilité osseuse. Les
fraitements actuels sont des fraitements palliatifs, aucun d’eux ne visant les causes de
la maladie ellessmémes. C'est pourquoi des stratégies de thérapie cellulaire et
géniqgue sont envisagées. Plusieurs essais cliniques ont nofamment été réalisés tels que

des allogreffes de cellules souches mésenchymateuses (cellules progénitrices des
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cellules de la matrice extracellulaire de I'os). Malgré la faible prise de greffe et les
effets bénéfiques transitoires, ces allogreffes de cellules souches mésenchymateuses
permettent une nette amélioration du tableau clinique. Afin que cette maladie ne
soit plus considérée comme incurable, une nouvelle stratégie thérapeutique
consisterait donc a inhiber stablement et spécifiguement I'expression de la chdine
mutée tout en préservant I'expression de la chaine normale directement dans les
cellules du patient pour diminuer les risques de rejet de greffe. Pour se faire, il suffirait
d’'intégrer dans le génome de ces cellules souches mésenchymateuses une cassette

génomique « codant » des shRNAs spécifiques de la chaine mutée.
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La fonction du génome de tout étre vivant est de permettre la synthése de
protéines essentielles au bon fonctionnement de I'organisme. Cependant le génome
peut présenter des altérations innées et/ou acquises qui lorsqu’elles ne sont pas
corrigées sont a I'origine d'anomalies génétiques pouvant entrainer une pathologie.

Dans le cas ou cette anomalie génétique est héréditaire, on parle de
maladies & caractére génétique. Elles sont dues d une ou plusieurs anomalies sur un
ou plusieurs géenes. Ces remaniements génétiques peuvent étre de différentes
natures, on observe aqinsi des délétions, des duplications et des insertions
mutationnelles mettant en jeu un seul nucléotide ou un fragment d’ADN de plusieurs
nucléotides décalant ainsi le cadre de lecture. Quelque soit la cause de I'anomalie
génétique, les maladies se traduisent par la perte d'expression d'une protéine ou
I'expression d'une molécule non fonctionnelle et/ou présentant une fonction
différente de I'originale. On différencie également les maladies génétiques a
caractere dominant ou récessif. Mis a part les chromosomes sexuels chez les
garcons, chague géne est présent en double exemplaire. Dans le cas des maladies
a caractére dominant, une seule copie du géne muté suffit & ce que la maladie se
déclare ; autrement dit, les cellules du patient expriment & la fois la protéine mutée
et la protéine sauvage. Dans le cas des maladies génétiques a caractére récessif, les
deux copies du gene sont mutées chez le patient; un sujet hétérozygote pour le
géne en question sera dit porteur sain car exprimant une protéine fonctionnelle mais

la copie mutée pourra étfre fransmise d la descendance.

La thérapie génique recouvre toute approche visant a prévenir ou d fraiter
une maladie par transfert de matériel génétique. Le principe consiste en I'expression
d'un géne ou d'une séquence nucléotidique thérapeutique directement par les
cellules a traiter ou par un organe sécréteur a distance du site pathologique, sous
réserve que le matériel infroduit permette [I'expression d'une molécule
« médicament » sécrétée dans la circulation sanguine. Le matériel génétique peut
étre introduit dans les cellules ex vivo impliquant dés lors une greffe de cellules
autologues génétiqguement modifiées. L'approche de thérapie génique in vivo est
quant a elle fondée sur I'apport du matériel génétique par voie systémique (le plus
souvent par voie sanguine) ou directement au sein du fissu a traiter. Quelque soit
I'approche choisie, ces stratégies permettent au patient de produire lui-méme son
facteur thérapeutique. Les stratégies développées visent a introduire une copie
fonctionnelle du géne déficient a I'aide d'une cassette génomique de type ADN,

inhiber le fonctionnement du gene muté et/ou inactiver son produit protéique
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anormal, & restaurer un cadre de lecture normal ou supprimer un exon possédant

une mutation.

Initialement développé pour les maladies génétiques, le transfert de gene est
désormais envisagé pour de nombreuses autres applications telles que des maladies
acquises. Il est notfamment tres utilisé on oncologie ou de nombreuses études ont été
rapportées dans des modeles animaux. Le développement tumoral se caractérise
par la perte de contréle de la croissance et de la prolifération cellulaire, se traduisant
par la formation d'une tumeur bénigne ou maligne. Cette perte de contréle peut
éfre due 4 des mutations entrainant une surexpression d’'oncogéenes ou une
diminution de I'expression de génes suppresseurs de tumeur. Le microenvironnement
tumoral constitué par le tissu dans lequel se développe initialement la tumeur peut
également contribuer & la croissance de celle-ci via des cytokines, facteurs de
croissance ou encore la néo-angiogenése tumorale. Enfin la dissémination
métastatique de la tumeur primaire en un ou plusieurs autres sites au sein de
I'organisme ne fait qu'aggraver le tableau clinique du patient. C'est pourquoi les
stratégies de thérapie génique développées en cancérologie sont basées sur
I'expression par transfert de géne de protéines a visée thérapeutique inhibant les

différents éléments permettant au cancer de se développer.

Aujourd’hui, le terme de thérapie génique ne désigne plus uniguement le
remplacement d'un géne défectueux par une copie fonctionnelle mais bien
I'utilisation d'acides nucléiques (ADN et ARN) pour prévenir ou traiter des
pathologies. Une nouvelle approche largement développée depuis les dix dernieres
années repose non plus sur la surexpression d’'une molécule « médicament » mais sur
I'inhibition de I'expression de genes impliqués dans le développement des
pathologies et ce grce a un mécanisme d'inhibition post-transcriptionnelle : I'ARN

interférence.
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L'ARN interférence (ARNi) est un mécanisme physiologique d'inhibition post-
transcriptionnelle de I'expression des genes basé sur une complémentarité de
sequence entre de petits ARNs double brin et I'ARN messager (ARNm) cible. L' ARNi
est une approche attractive pour inhiber I'expression d'une protéine de maniéere
spécifique offrant ainsi des perspectives thérapeutiques innovantes par ciblage de

I'expression de genes impliqués dans le développement de pathologies.

1.1. Historique et découverte

En 1990, Richard Jorgensen introduisit une copie supplémentaire du gene
impliqué dans la pigmentation pourpre des pétunias. Contre toute attente, certaines
de ces plantes transgéniques donnaient des fleurs blanches 1. Ainsi I'infroduction
d'une copie supplémentaire d'un gene n'avait pas augmenté la quantité de
protéines produites mais completement inhibé son expression, méme endogéne. Les
analyses moléculaires démontrerent que ce phénomeéne était lié d une dégradation
spécifiqgue de I'ARN messager codant la protéine de pigmentation des pétunias,
I'nypothese avancée était basée sur I'interaction possible du géne introduit avec le

géne endogene.

Il fallut attendre quelques années et des études d’extinction de I'expression
de génes par injection d'ARNs antisens dirigés contre I'ARNm de par-1 chez le ver
Caenorhabditis elegans avant de mettre en évidence le mécanisme d'inhibition
post-tfranscriptionnelle de I'expression des génes. En effet, les travaux de Fire et Mello
ont montré que l'infroduction d'ARNs double brin (ARNdb) dans des cellules du
nématode pouvait induire de maniere spécifique I'inhibition de I'expression d'un
géne cible et ce en se liant par complémentarité de séquence & son ARNm 2. Cette
découverte fut récompensée par le prix Nobel de médecine en 2006. Ces résultats
furent confirmés ensuite chez la mouche (drosophile). Ce mécanisme f0t appelé
ARN interférence (ARNi) ou inhibition post-transcriptionnelle de I'expression des

genes.

Cependant, jusqu’'en 2001, toutes les tentatives pour transposer cet outil dans
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les cellules de mammiferes s’avererent infructueuses. En effet, I'introduction d’ARNdb
conduisait a une réponse de type interféron (réponse naturellement induite par des
mécanismes de protection cellulaire associés a la reconnaissance d'ARN viraux)
bloguant ainsi toute synthése protéique et provoquant un arrét général de la
machinerie de traduction, autrement dit de I'ensemble des ARNm et pas
uniguement de I'ARNm ciblé. Les fravaux de Elbashir et al publiés dans Nature en
2001 montrent I'inhibition spécifique de I'expression d'une protéine par infroduction
d'ARNdb sans réponse interféron, mais ces ARNs sont beaucoup plus petits : 19 & 21
nucléotides ce qui correspond a la taille des molécules effectrices de I'ARNi
découvertes chez le nématode et la drosophile. Ces petits ARNs double brins ont été

appelés siRNA pour « small interfering RNA » 3.

1.2. Roles et mécanismes physiologiques de I'ARNi

L'ARNi est a la base un mécanisme naturel de défense, conservé chez la
plupart des eucaryotes pour lutter contre l'invasion par des agents étrangers
capables d'entrer dans la cellule tels que les virus. Ce processus est en effet
déclenché par la présence d'ARNdb exogénes dans la cellule provenant soit de
fransposons 4 soit de virus d ARN tels que les rétrovirus 5. Ce mécanisme intervient
également dans la régulation de I'expression des genes notamment lors du
développement et ce gréce a une classe d'ARN régulateurs non-
codants endogenes nouvellement découverts : les microARNs (miRNAs é). Ainsi on
distihgue deux voies d'activation de la répression post-transcriptionnelle de
I'expression des génes par I'ARNi : la voie exogéne générant les siRNAs et la voie

endogene assurée par les mMiRNAs.

1.2.1. Roles physiologiques de I'ARNi

Le mécanisme physiologique de I'ARNi est activé par la présence d’ARNdb
dans le noyau et/ou le cytoplasme cellulaire conduisant & la production de petits
ARNs non codants: les siRNAs ou les miRNAs capables d’'inhiber la traduction
d’ARNm cibles. Ces ARNdb peuvent étre générés de plusieurs manieres et

correspondent aux différentes fonctions de I'ARNi :
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o Défense face aux infections virales : dans le cas d'une infection virale,
I'entrée dans la cellule des ARNs viraux conduisant da la présence d'ARNdb
peut activer le mécanisme de I'ARNi. En effet, d partir de I'ARNdb des
séquences de type siRNA sont alors produites et deviennent des outils de
répression de I'expression des ARNs viraux 7. Ahlquist a notamment montré en
2002 que des plantes déficientes pour I'ARNi étaient effectivement plus
sensibles aux infections virales que les plantes sauvages 8.

. Répression de la transposition de I'ADN : les ARNm aberrants issus de
I'expression d'un transposon activent I'ARNi lorsqu'ils sont rendus double brin
par la synthése du brin complémentaire via des ARN polymérases. Ainsi, une
déficience dans le mécanisme de répression post-trancriptionnelle chez le
vers Caenorhabdifis elegans se traduit par une augmentation du taux de
fransposition de I’ADN 7.

o Inhibition de [I'expression des ARNs aberrants: les anomalies de
transcription d'un transgéne donné peuvent conduire a la synthése d'ARNs
simple brin non fonctionnels de type insertion inversée-répétée, autrement dit
permettant I'appariement de séquences complémentaires au sein du méme
franscrit. Cet appariement peut étre reconnu par la machinerie de I'ARNi
conduisant a la répression de I'expression du transgene 10,

. Régulation de I'expression de génes endogénes : la voie endogéne de
I'ARNi assurée par les miRNAs est majoritairement associée au contréle des
événements indispensables au bon développement de I'organisme. Les
MIiRNAs sont également exprimés pendant la différenciation de la cellule et
autres événements cellulaires telle que la signalisation hormonale 1.
L'activation du mécanisme assuré par les miRNAs peut donc étre considérée

comme une boucle de rétrocontréle de I'expression de génes.

A court ferme, I'ARNi est un mécanisme d'adaptation rapide et efficace pour
inhiber I'expression de transcrits cibles. Dans le cas ou cette répression doit étre
maintenue & plus long terme, une deuxiéme stratégie cellulaire est mise en place et
ce gr@ce a la méthylation de I'ADN. En effet, des études ont monitré que le
mécanisme de I’ARNi pouvait également réguler I'expression des genes en affectant
non plus I'ARNm mais en agissant directement sur le génome par un mécanisme
d’extfinction transcriptionnel : le Transcriptional Gene Silencing (TGS) 3. Récemment
démontré chez I'Homme 4, ce mécanisme relie I'entrée d’ARNdb dans la cellule a

sa méthylation. En effet, les protéines mises en jeu dans le mécanisme de I’ ARNi
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Figure 1: Mécanismes de I'ARN interférence : la voie endogéne des miRNA (a
gauche) et la réponse a I'entrée d’ARNdb exogenes (a droite). Les miRNAs sont de
longs ARN simple brin synthétisés par I’ARN polymérase Il sous forme de pri-miRNAs en
structure tige boucle reconnus par les enzymes DROSHA puis DICER pour générer des
petits ARN double brin les miRNAs. Les siRNAs sont quant a eux générés a partir de
longs ARNdb exogénes. Les molécules effectrices se fixent via le complexe RISC sur
I'ARNm complémentaire, cette complémentarité pouvant étre parfaite (dans le cas
des SsiRNAs) ou partielle (les miRNAs pouvant présenter les deux). Une
complémentarité parfaite conduit le plus souvent & une destruction du messager
cible alors qu'une complémentarité partielle se traduit par un blocage de la
fraduction. D'aprés Deiters 12,
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joueraient également un réle dans le réarrangement du génome 15, la répression de

I'expression des genes ¢ et la ségrégation des chromosomes 17,

1.2.2. Les siRNAs : molécules effectrices de la voie exogéne de
I'ARNi

AU niveau post-transcriptionnel, la reconnaissance de molécules d'ARNdb
exogenes conduit & I'activation d'une ribonucléase lll, de la méme famille que la
RNase I, nommée DICER '8 localisée dans le cytoplasme (Figure 1). Cette enzyme
possede un domaine PAZ (Piwi Argonaute Zwille), un domaine hélicase dans sa
région N-terminale avec un motif de licison & I' ATP nécessaire au déplacement de
DICER le long de I'ARN, deux domaines RNase Il (llla et lllb en tandem) qui clivent
I'ARN tous les 22 nucléotides et enfin un motif de licison & I'ARN (dsRBD) en C-
terminal. Les ARNdb sont alors clivés en fragments de 19 & 23 nucléotides avec 2
nucléotides débordants en 3’ qui correspondent aux siRNAs.

Ces molécules vont alors étre reconnues et inclues dans un complexe
multiprotéique : le RNA-inducing silencing complex (RISC) composé de 4 sous unités :
une héliclase ATPase dépendante, une exonucléase, une endonucléase et des
domaines responsables de la recherche de séguences homologues 19 : son domaine
PAZ Iui permet de se lier a DICER mais également de s'accrocher plus
particulierement sur des ARNm. Ce complexe cytoplasmique va permetire de
dérouler le siRNA et d'en séparer les deux brins d'ARN. Le brin dont la stabilité est la
plus faible en 5' sera alors incorporé dans le complexe RISC 20 au détriment du
second brin d’ARN. Cette molécule d’ARN simple brin sert de guide au complexe
RISC pour la fixation sur I' ARNm possédant une séquence complémentaire. Il en
résulte un arrét de la traduction voire une dégradation du messager par clivage
endonucléique catalysé parle complexe RISC qui s’effectue en un seul point entre le
brin de siRNA et I'ARNm, 10 nucléotfides en aval de I'extrémité 5’ du siRNA 20, Le
messager ainsi coupé est ensuite entierement dégradé par I'action des endo et
exonucléases cytoplasmiques. Cependant le brin de siRNA est quant d lui protégé
de cette dégradation par le complexe RISC permettant ainsi le ciblage et I'inhibition

de plusieurs molécules d'ARNm complémentaire.

11
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1.2.3. Les microARNs (miRNAs) : ARNs endogenes non codants
répresseurs de |'expression post-transcriptionnelle

Les miRNAs et les siRNAs sont des molécules d’ARNi double brin non codants
de 21 & 23 paires de bases qui régulent négativement I'expression des genes. Les
siRNAs sont considérées principalement comme des molécules exogenes issues de la
dégradation des ARNdb alors que les miRNAs représentent une classe de régulateurs
endogénes de I'expression des genes récemment découverts (Figure 1, p10). Les
MIiRNAs représentent la famille de génes générant des ARNs non codants la plus
vaste dans le génome animal, avec plus de 600 membres identifiés chez 'Homme.

Les miRNAs sont initialement franscrits par une ARN polymérase de type Il sous
forme de pri-miRNAs simple brin d'une centaine a un millier de nucléotides et
possédant une coiffe 7-méthylguanosine en 5' et une queue poly-adénylée en 3'. Le
repliement de la molécule crée des zones d'ARNdb dues & des complémentarités
de séguence. Dans le noyau cellulaire, ces pri-miRNAs sont pris en charge par un
complexe enzymatique composé de DROSHA (RNase de type lll) et de DGCR8 chez
les vertébrés (Pasha chez les invertébrés, protéine possédant un domaine de liaison
aux séquences de type ARNdb) qui les convertit en des molécules plus courtes
possédant une structure tige-boucle de 70 & 80 nucléotides appelés les pré-miRNAs.
lls possedent une extrémité 5' phosphatée et 2 nucléotides débordant en 3' avec un
groupement hydroxyle et sont capables de traverser I'enveloppe nucléaire via
I'Exportine 5 2. De par leur structure tige-boucle, la partie double brin de ces pré-
MiRNAs est reconnue par DICER qui aprés clivage génére des miRNAs matures ayant

les mémes propriétés structurales que les siRNAs décrits précédemment 12,

Comme pour les siRNAs, les miRNAs peuvent étre incorporés dans un
complexe RISC pour cibler des séquences d’ARNm complémentaires se situant
principalement dans les régions 3’ et 5" UTR (régions non traduites) de ces derniers. En
général, I'appariement incomplet entre le miRNA et son ARNm cible d0 & un non
appariement de certaines bases par mangue de complémentarité peut conduire a
un arrét de la traduction plutét qu’'a une dégradation du messager comme c’est le
cas pour les siRNAs. Plusieurs mécanismes ont été suggérés afin d’expliquer cet arrét
de la traduction: un blocage de la phase d'initiation ou d'élongation de la
traduction ou encore un fransport du messager via des « P-bodies» assuré par le

MiRNA induisant une répression de la fraduction 12,

12
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miRNA Selected targets Presumed target function
miR-217 TPM1, PDCD4 Tumor suppressors
miR-2211 pa7kivt Tumor suppressor, cell cycle inhibitor
miR-37871 Sufu, Fus-1 Tumor suppressors
miR-138] hTERT Oncogenic activity
miR-221/2221 p27kint Tumor suppressor, cell cyele inhibitor
miR-10bt HOXDI10 I[nhibition of breast cancer metastasis
miR-217 TPM1, PDCD4 Tumor suppressors
miR-27at ZBTB10, Mytl Tumor suppressors
miR-125a/b| HER2, HER3 Oncogenes, EGF receptor family members
miR-206] ER Promoter of cell proliferation
let-7/miR-98) HMGAZ, RAS, c-Myc Oncogene, related to metastasis, promoter of carcinogenesis
miR-29] DNMT3AB Oncogenic activity, DNA methyltransferase
miR-3471 Bel2 Anti-apoptotic factor, promoter of proliferation
miR-221/2221 p27kivt Cell cyele inhibitor, cell growth inhibitor
miR-217 PTEN Tumor suppressor, negative regulation of PI3k
miR-122| Cyclin G, Bel-w Anti-apoptotic factor
miR-211 PTEN Tumor suppressor, negative regulation of PI3k
miR-29] Mel-1 Oncogene, anti-apoptotic factor
miR-1557 TPA3INPI Induction of growth arrest, apoptosis
miR-143] ERKS Promoter of cell growth and proliferation
miR-145] IR51 Oncogene, strong mitogenic activity
miR-20a] E2F1, E2F3, E2F3 Pro-apoptotic factors, regulation of cell cycle
miR-125b] Bakl Pro-apoptotic factors, induction of apoptosis
miR-126] SLC45A3 Oncogene
miR-221/2221 pykiet Tumor suppressor, cell cycle inhibitor
miR-127| BCL6 Proto-oncogene, suppression of p53
miR-3723731 LATS2 Tumor suppressor
let-7/miR-98) HMGAZ, RAS, c-Myc Oncogene, related to metastasis, promoter of carcinogenesis
miR-210] E2F3 Pro-apoptotic factor, regulation of cell cycle
miR-2147 PTEN Tumor suppressor, negative regulation of PI3k
miR-218] LAMB3 Promoter of cell migration and tumorigenicity
miR-143] ERKS Promoter of cell proliferation and cell growth
miR-15/16] Bel2 Anti-apoptotic factor, promoter of cell growth
miR-29/181] Tell Oncogene, co-activator of the Akt oncoprotein
miR-221/2221 Kit Proto-oncogene, tyrosine-protein Kinase

Tableau 1 : Exemples de transcrits ciblés par les miRNAs endogénes 12, Ce tableau,
issu de la revue de Deiters, montre certains miRNAs impliqués dans des processus
pathologiques de par leur augmentation (1) ou diminution (1) de synthése.

13
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Les miRNAs possedent un large spectre de cible (Tableau 1 ci-contre) défini
par 7 nucléotides complémentaires avec un ARNm en position 2 a 8 du miRNA 22, La
franscription de ce type de molécule étant assurée par une ARN polymérase de
type ll, leur expression est soumise d une régulation par des facteurs de transcription

(activateurs ou répresseurs) 23,

1.3. Applications de I'ARNi en recherche

Par le simple fait de pouvoir inhiber de maniere spécifique I'expression de
géne cible, I'ARNI est apparue depuis les dix dernieres années comme une méthode
attractive offrant de nouvelles perspectives pour I'étude de I'implication des genes
dans les processus physiologiques et pour le développement de nouvelles stratégies

de thérapie.

1.3.1. Les molécules de I'ARNi utilisées en recherche

Du mécanisme de I'ARNi en général, 4 types de molécules distinctes
intervenant dans ce processus physiologique ont été étudiées et copiées afin de
générer des molécules synthétiques efficaces pour inhiber de maniére spécifique et
artificielle I'expression de transcrits par complémentarité de séquences : les ARNdDb,
les siRNAs, les ShRNAs, les miRNAs.

Les ARNdb sont de longs ARNs composés de deux brins présentant une
complémentarité de séquence sur toute leur longueur (Figure 2A au dos de cette
page). Apres transfection au sein de la cellule ils sont pris en charge par DICER de
maniére a générer un ou plusieurs siRNAs. En effet, de par leur longueur on peut
imaginer faire produire par la cellule plusieurs molécules effectrices permettant
d'inhiber plusieurs transcrits cibles. Cependant, dans les cellules de mammiféres
I'entrée de ces longues molécules a pour conséquence d’'une part un arrét total et
non spécifiqgue de la traduction conduisant & la mort cellulaire et d'autre part une
activation du systeme immunitaire. Ainsi, I'entrée d'ARNdb active la protéine kinase

R 25 qui phosphoryle elF2a qui en se liant & elF2p entraine sa séquestration. Ceci a
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Figure 2 : Les différentes molécules utilisées pour induire de maniére artificielle la
répression de I'expression des génes par ARN interférence. Les siRNAs synthétiques
sont les effecteurs terminaux de I'ARNi, ils sont directement incorporés dans les
complexes RISC apres entrée dans la cellule cible. (A) les ARNdb sont de longs ARNs
pris en charge dans le cytoplasme cellulaire par I'enzyme DICER afin de générer des
SiRNAs (B). (C) Les shRNAs sont des duplexes fige-boucle de complémentarité
parfaite, ils sont synthétisés dans le noyau par I' ARN polymérase lll, puis exportés vers
le cytoplasme pour donner via DICER des siRNAs présentant une parfaite
complémentarité de séquence avec le transcrit cible. (D) Les duplexes imparfaits
dérivés des pré-miRNAs naturels sont synthétisés par I'ARN polymérase de type Il et
pris en charge par la machinerie enzymatique de la cellule (DROSHA et DICER) pour
donner des complexes RISC comportant le brin antisens du miRNA. D'apres Masiero
et al 24,
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pour conséguence une inhibition de I'étape d'initiation de la fraduction par les
ribosomes empéchant ainsi toute synthése protéique. S'ajoute a cette inhibition une
dégradation des ARNm par des dimeres de RNase L, cette dimérisation étant induite
via I'activation de la 2'-5'" Oligoadénylate synthétase. De plus, I'entrée de ces
molécules peut conduire a une réponse immunitaire de type interféron (IFN) via
MDA-5 (melanoma differentiation associated gene 5) dans les cellules non immunes
26 et via la voie des Toll Like Receptor (TLR) 3, 7 et 8 dans les cellules du systéme
immunitaire 27. Autrement dit ces molécules s'averent efficaces pour cibler des
franscrits chez le ver Caenorabditis elegans ou encore la drosophile mais entrainent

des réponses non spécifiques dans les cellules de mammiféres.

La structure des siRNAs synthétiques est calquée sur celle des siRNAs naturels
intervenant dans la voie exogene de I'ARNI. Leur taille n'excéde pas 22 paires de
base de maniére a éviter la réponse cellulaire face & I'entrée de ce matériel
génétique (réponse observée avec les ARNdDb). Les deux brins « sens » et « antisens »
sont appariés sur 19 paires de bases laissant déborder en 3’ deux uraciles 28 (Figure
2B). lls sont faciles & produire chimiquement par simple assemblage de nucléotides.
Apres entrée dans la cellule & transfecter, les siRNAs vont étre pris en charge par la
machinerie cellulaire de I'ARNi. Ils sont dessinés de telle sorte que le brin antisens
(dont la séguence est complémentaire & I'ARNm ciblé) soit celui qui soit pris en
charge par les complexes RISC 22, Cependant leurs effets ne sont que transitoires
apres transfection, notamment pour des cellules en mitose. En effet, ces molécules
ne sont pas intégratives au sein du génome cellulaire, elles sont donc diluées au fur
et & mesure des divisions voire perdues lors de la mort cellulaire. Dans des lignées a
forte prolifération comme les cellules cancéreuses, on observe un pic d'inhibition de
I'ARNmM cible entfre 24 et 72h, la durée d'extinction de la protéine qui en découle
dépend de sa durée de vie et de sa vitesse de renouvellement. En effet, si la cible
correspond d une protéine avec une longue demi-vie, les effets du siRNA n'en seront
gue plus tardifs car seules les nouvelles synthéses protéiques seront inhibées alors que
les protéines déja produites seront conservées. In vivo, les effets d'inhibition post-
transcriptionnelle aprés injection de siRNAs sont visibles entre quelques jours et une
semaine mais ne dépassent jamais plus de 2 semaines. C'est pourquoi pour maintenir
la répression du franscrit les injections doivent étre répétées a intervalle de temps

régulier 0,
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Les shRNAs pour « short hairpin RNA » possedent une structure mimant celle
des pré-miRNAs naturels. En effet, ils possedent une structure tige boucle mais & la
différence des pré-miRNAs, la partie double brin est parfaitement complémentaire et
plus courte. La boucle est inspirée des séquences naturelles formant celles des pré-
MIiRNAs et peut éfre cliveée par DICER générant ainsi une molécule double brin de
type siRNA. Leur séquence ADN est donc dessinée de telle sorte & générer les siRNAs
synthétiques décrits précédemment (Figure 2C). Le plus souvent ces molécules sont
injectées sous forme vectorisées dans des plasmides ou des vecteurs viraux
possédant une cassette ADN qui aprés transcription donnera les shRNAs

correspondants (Figure 3).

+1
r\|? SIRNA template insert

Hii / sense loop antisense ' terminator

¢Transcripﬁon

sense O
uu shRNA
antisense

i:w

antisense

UU siRNA

uu

Figure 3: Séquences d’ADN pour le clonage de séquences de type shRNA sous le
controle du promoteur H1. D'apres SBI system bioscience.

L'intérét de la vectorisation virale de ces molécules est I'intégration de la
cassette ADN au sein du génome cellulaire. Cette intégration permet a la cellule de
produire elle-méme son propre shRNA sous confréle de promoteurs ubiquitaires tels
que U6 (promoteur d'un ARN non codant de type snRNA pour « small nuclear RNA »
impliqué dans la mise en place du spliceosome lors de I'épissage) ou H1 (composant
de la RNase P), promoteurs compatibles avec I'ARN polymérase Il donc non
régulables. Cette stratégie permet de pallier les effets transitoires de I'injection de

siRNAs synthétiques.

La seconde génération de vecteurs vise & produire des séquences
directement inspirées des séquences naturelles codant des miRNAs. Ces miRNAs
synthétiques possedent la méme structure que les shRNAs a la différence qu'ils sont

synthétisés par une ARN polymérase de type Il (leur expression peut ainsi étre
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contrélée par des facteurs de transcription activateurs ou inhibiteurs) et qu'ils
présentent une ou plusieurs bases non complémentaires entre le brin sens et
I'antisens. De méme, ces deux brins sont séparés par une boucle (Figure 2D). La
séquence globale de ce type de miRNAs artificiels est généralement copiée sur celle
du miR-30 ou du miR-155 3!, deux mMIRNAs naturels, dont on ne conserve que la
séguence correspondant a la boucle, les ségquences sens et antisens étant
remplacées de maniere a permettre un ciblage d'un transcrit donné différent de
leurs cibles naturelles. Ce changement de séquence n'affecte pas la maturation des
MiRNAs synthétiques par DROSHA puis DICER ni leur efficacité au sein des complexes
RISC. Apres maturation, si le miRNA généré possede une complémentarité parfaite
avec un ARNm, il induira sa dégradation alors qu'un simple blocage de la tfraduction

sera mis en place avec une complémentarité partielle.

Le choix de I'une ou I'autre de ces molécules differe selon la finalité. Elles
représentent un outil indispensable, désormais utilisé en routine pour éteindre de

maniére spécifique |'expression de genes.

1.3.2. Utilisation des molécules d'ARNi en génétique inversée

L'analyse du génome chez les souris et chez I'Homme a permis de découvrir
un certain nombre de génes jusqu’alors inconnus. L'étude du phénotype associé a
I'inhibition de I'expression d'un gene donné permet de définir sa fonction, cette
méthodologie est appelée génétique inverse car s'oppose a la démarche de
génétique classique qui pour un phénotype mutant cherche & identifier le gene
responsable. Des études expérimentales de génétique inverse passent par I'analyse
phénotypique de cellules ou organisme entier invalidés pour I'expression d'un gene
donné par recombinaison homologue (technique du « knockout »). Cependant ces
méthodes sont longues, colteuses et difficiles & mettre en ceuvre. En effet, la genese
d'un tel modéle animal nécessite la modification de cellules souches embryonnaires
(cellules ES), leur sélection et I'injection de ces cellules modifiées chez des embryons
réimplantés in utero. La mére porteuse donne alors naissance a des individus dont les
tissus sont en partie issus des cellules ES modifiées. Il faut alors sélectionner ceux dont
la lignée germinale dérive de la différenciation de ces cellules, car eux seuls pourront

fransmettre la modification génétique a la descendance. Enfin, plusieurs croisements
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sont nécessaires a I'obtention d'un modéle homozygote pour le gene invalidé.
L'étude de cellules isolées et modifiées s'avere étre plus facile d mettre en ceuvre
mais ces cellules sont le plus souvent issues du modéle transgénique car seules ces

cellules ES ne sont pas réfractaires & la recombinaison homologue in vitro.

De par la possibilité des molécules d'ARNi de pouvoir inhiber de maniéere
spécifigue I'ARNmM d'un géne donné et ce dans une grande variété de types
cellulaires, ces molécules sont vite devenues une alternative & la technique du
« knockout » permettant I'extinction d'un géne par recombinaison homologue. En
effet, I'infroduction de séquences de type siRNA ou shRNA s'est avérée plus simple,
plus efficace et moins coUteuse d mettre en place chez la cellule isolée (quelque soit
son origine) ou I'organisme vivant 32, Ces molécules sont en effet simples d produire
et permettent des investigations plus rapides que le développement d'un modéle
animal invalidé pour I'expression d'un gene. De plus, lorsque la mutation est 1étale au
moment du développement embryonnaire, le modéle animal ne peut étre obtenu
gue par contréle de la modification génétique dans le temps. Or, la possibilité
d’obtenir apres injection des effets transitoires par simple transfection de siRNAs ou
stables par intégration de séquences ADN transcrites sous forme de shRNAs, permet
de contréler les périodes d'inactivation du géne sans passer par une lourde sélection
d'animaux transgéniques. C'est pourquoi cette technologie représente de nos jours
une véritable innovation au service de la génétique inverse. Enfin, ces études sont
également importantes pour mettre en évidence la relation entre un géne et une
pathologie 33 de par le phénotype anormal voire symptomatique développé chez

I'animal ou aprés modification de cellules en culture 34,

1.3.3. Outils thérapeutiques

Depuis la découverte en 2001 de ce mécanisme de I'ARNi, plusieurs équipes
ont cherché a détourner ce processus naturel afin d’inhiber I'expression de protéines
impliquées dans le développement de pathologies. En effet, les molécules de I’ ARNi
gue sont les siRNAs ou les shRNAs offrent la possibilité d'inhiber de maniére spécifique
I'expression d'un géene donné. Plusieurs stratégies ont dés lors été mises au point afin
de confrecarrer le développement pathologique de la maladie associée.

L'efficacité des ces stratégies basées sur I' ARNi repose en grande partie sur la
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ORGANE / TISSU PATHOLOGIE ADMINISTRATION
Virus respiratoire syncytial
p Syndrome de détresse respiratoire Locale
oumons s
sévere Influenza
Influenza Locale ef systémique
CEil Dégénération maculaire liée a I'Gge Locale
Dépression
Maladie d'Alzheimer
Chorée de Huntington
R - - - Locale
Systeme nerveux Ataxies spinocerebrales
Sclérose latérale amyotrophique
Douleurs neuropathiques
Encéphalite virale
Systeme digestif Syndrome du colon irritable Locale
Fole ypercholestérolémic Systemiaue
Vagin HIV Locale
Arficulation Polyarthrite rhrumatoide Locale et systémique
Tous Cancer Locale et systémique

Tableau 2: Organes et pathologies ciblées pour le développement de stratégies
basées sur I'utilisation de molécules d'ARNi. Les stratégies d'injection locale se sont
avérées efficaces dans des tissus tels que les poumons, les yeux, le systéme nerveux
central, le vagin ou encore les tumeurs solides. L'injection systémique est le plus

souvent réalisée par voie intraveineuse. Adapté de Bumcrot et al. 35,
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connaissance de la pathologie ciblée pour un transfert de gene adapté : choix de la

séqguence d'ARNm cible, choix adéquat du type de molécule d'ARNi d visée

thérapeutique, entrée efficace au sein de la cellule cible, expression stable ou

transitoire du transgene. Trois types de méthodes pour la transfection de cellules

cibles ont été développées :

. La méthode ex vivo : elle est actuellement la plus utilisée et
consiste en une dllogreffe de cellules du patient modifiées pour une
expression stable et constitutive de shRNAs ou miRNAs & visée
thérapeutique.

. La méthode in vivo consiste d injecter dans I'organisme par voie
systémique (le plus souvent directement dans la circulation sanguine) une
cassette ADN pour la production de siRNAs thérapeutiques ou les siRNAs
eux mémes. Ce genre de stratégie pose le probleme de la protection du
matériel nucléique afin d'éviter toute dégradation, I'adressage des
molécules au niveau du site 1ésé et enfin le passage efficace de la
membrane cellulaire d'ou le développement de vecteurs adaptés pour
le transfert de géne améliorant ces différents parameétres (point
développé dans le chapitre 1 des résultats). Les acides nucléiques
peuvent également étre injectés localement, directement dans le tissu ou

organe 4 traiter, on parlera alors de voie d'injection in situ.

Ainsi, I'injection de ces molécules dans des modeéles animaux mimant une

pathologie humaine a démontré I'efficacité de I'inhibition post-transcriptionnelle de

génes endogenes ou exogenes et ce dans des tissus et/ou organes différents

(Tableau 2 ci-contre). Certaines de ces études ont notamment conduit au

développement d’'essais cliniques chez I'Homme (Figure 4).

Figure 4 : Répartition des essais
cliniques en cours chez
I'Homme. Sur les 18 essais
utilisant des molécules d'ARN;,
17 testent lI'efficacité de
stratégies basées sur I'injection
de siRNAs synthétfiques et 1
vise 4 démontrer les effets

thérapeutiques d'une
molécule de type shRNA.
D'apres

http://clinicaltrials.gov.

autres
29%

maladies du systéme
nerveux central
6%

pathologies oculaires
18%

maladies génétiques

6%

infections virales
12%
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La premiere des applications thérapeutiques dérive d'une fonction naturelle
de I' ARNi vis-O-vis de la protection de la cellule face a I'enfrée d'acides nucléiques
viraux. En effet, I'administration de siRNAs ou de plasmides contenant des cassettes
de type shRNA ont montré leur efficacité pour inhiber I'expression de génomes viraux
tel que celui du virus respiratoire syncytial au niveau pulmonaire, ou encore le virus
parainfluenza dont le nombre de particules virales est réduit de 99% aprés injection
intra-nasale de siRNAs 3¢, Une étude clinique de phase Il est actuellement en cours
chez des patients atteints par ce virus. Ces études démontrent la faisabilité d'un
fraitement pour des infections virales localisées. En ce qui concerne des infections
systémiques telles que celles induites par le HIV (Human immunodeficiency virus) ou
les hépatites B et C, les molécules d'ARNi doivent étre administrées par voie
systémique ce qui complique la mise au point des protocoles mais plusieurs stratégies
se sont avérées étre efficaces. Une seconde étude de phase | a notamment été
mise en place pour des patients atteints du HIV 37,

Une deuxieme application vise & inhiber le développement de pathologies
oculaires telles que la dégénérescence maculaire liée a I'Gge, maladie de la rétine
provoquée par la dégénérescence progressive de la macula provoquant un
affaiblissement important des capacités visuelles, sans toutefois les anéantir. Ce
phénoméne est d0 a I'accumulation d'un dépdt rétinien avec un processus
inflammatoire stimulant la sécrétion du « Vascular Endothelial growth factor » (VEGF).
Ceci a pour conséguence des micro-hémorragies et des exsudations de liquide
pouvant conduire a une fibrose. Ainsi, I'injection de siRNAs visant le transcrit codant
le VEGF, directement dans la cavité oculaire, a montré des résultats satisfaisants 38
qui sont actuellement évalués dans un essai clinique chez I'Homme (premier essai
clinique mis en place avec I'utilisation de siRNAs comme outils thérapeutiques).

A ces deux applications visant & injecter localement des molécules
effectrices de I'ARNi, s'y ajoute une troisieme ciblant le systeme nerveux central par
injection via le parenchyme, la cavité centroventriculaire ou par des infusions
infrathécales. En effet, I'injection de siRNAs s'est avérée efficace dans des modeles
animaux pour inhiber I'expression d'ARNm neuraux 37 offrant ainsi de nouvelles
perspectives thérapeutiques. La transfection de cellule neurales par des molécules
ciblant spécifiguement I'expression de [I'hunfingtine mutée (toxique pour les
neurones et impliquée dans le développement de la chorée de Huntington) tout en
préservant ['expression de [|'adllele sauvage s'avere éfre une stratégie plus
intéressante que les traitements palliatifs actuels 4. Les molécules d'ARNi ont

également été testées dans des stratégies de thérapie visant & inhiber le
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développement de la maladie d'Alzheimer, I'ataxie spinocerebelleuse, la sclérose
latérale amyotrophique, I'encéphalite & virus du Nil occidental, les douleurs
neuropathiques ou encore la dépression 35,

L'accumulation de complexes immuns au niveau des membranes basales
des glomérules est la principale cause de maladies chroniques des reins. Ce
phénomeéne s'accompagne de la surexpression de protéines inflammatoires telles
qgue le TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha) qui interagit enfre autre avec le TNF-
receptor-associated-factor (TRAF)-2. La répression de I'expression de TRAF-2 par
transfection de siRNAs dans des cultures de cellules mésangiales in vitro atténue les
effets prolifératifs et proinflammmatoires de I'accumulation de complexes immuns sur
ces cellules rénales de rat 4. De méme, I'administration de siRNAs in vivo par voie
rectale ciblant I'expression du TNFa protege de I'inflammation des parois coliques
induite de maniére expérimentale chez |I'animal 42.

Une des stratégies tres étudiée a I'heure actuelle vise & inhiber le
développement de tumeurs solides par inhibition de génes impliqués dans la
prolifération, la dissémination métastatique ou I'angiogenese tumorale 9. Hormis les
poumons, I'cell, le systéme digestif, le systéme nerveux central, ou encore les tumeurs
solides, d'aufres parties anatomiques ont fait I'objet de stratégies basées sur
I'utilisation des molécules d'ARNi tel que le foie (hypercholestérolémie ou I'hépatite

35) ou le tissu osseux (polyarthrite rhumatoide 43).
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2. Le tissu osseux

Le fissu osseux revét une importance capitale pour I'organisme tant sur le plan
biomécanique que sur le plan métabolique. Ce fissu hautement spécialisé est
caractérisé par sa dureté et son apparente rigidité mais il n'est pas pour autant figé.
AU conftraire, c'est une structure dynamique en perpétuel remaniement. En effet, la
matrice osseuse est continuellement produite par les ostéoblastes, modifiée par les
ostéocytes et détruite par les ostéoclastes. Le tissu osseux est capable de
s'autoréparer, d'adapter sa masse, sa forme, et ses propriétés intrinseques a des
modifications d'ordre biomécanique, de supporter une activité physique tout au
long de la vie sans pour autant se fracturer ou étre source de douleur.

Sa croissance est sous le controle d'éléments environnementaux tels que les
variations de contraintes qui lui sont appliquées, le statut hormonal et cytokinique
avec en premier les hormones stéroidiennes sexuelles et le statut énergétique
incluant les effets complexes des médiateurs du contrble de I'appétit. Le squelette a
unrole :

. de protection des organes vitauxtels que les hémisphéres
cérébraux et le cervelet protégés par les os du crdn), la moelle épiniére
renfermée par le rachis et le systéeme coeur - poumons préservé par la
cage thoracique.

. métabolique par le maintien de I'homéostasie
phosphocalcique sous le confrble des hormones calciotropiques,
parathormone, vitamine D et cadlcitonine, car il est un réservoir
métabolique de sels minéraux. Il renferme notamment 99% du calcium et
90% du phosphore de I'organisme qui jouent un réle biologique
prépondérant dans la vie cellulaire, la transmission nerveuse et la
coagulation sanguine.

. hématopoiétique : la moelle osseuse contient les cellules
souches hématopoiétiques qui aprés différenciation donnent naissance
aux cellules de la lignée rouge (globules rouges) et la lignée blanche
(globules blancs).

o biomécanique. Malgré sa rigidité et sa résistance, I'os possede
une certaine élasticité de par la présence des fibres de collagene de
type | lui permettant de supporter les effets de la pesanteur, de résister

aux contraintes mécaniques externes mais également aux forces de
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Epiphyse
proximale ]

Diaphyse 7

Epiphyse |
distale

Figure 5: Représentation schématique de la structure d'un os. Exemple de la
composition d'un fémur au niveau anatomique (A) et macroscopique (B). Le tissu
osseux comprend l'os frabéculaire et I'os cortical, qui est le résultat de la juxtaposition
d'ostéons cylindriques centrés sur un canal qui contient des vaisseaux. Il est nourri par
le périoste richement vascularisé. Adapté d'apres les représentations d'Elaine Marieb
44, (C) Aspect en microscopie électronique & balayage de la jonction entre os
spongieux et os cortical (grossissement x4) d'apres http://www.unifr.ch/anatomy.
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confraction musculaire. En effet, le squelette permet la locomotion,
fransmet les forces issues de la confraction musculaire d'une partie du

corps a une autre pendant le mouvement maintenant ainsi I'équilibre.

2.1. Organisation structurale du tissu osseux

Les 206 os du squelette humain sont classés selon 3 sous-types :

e Lesoslongs comme I'humérus ou le tibia

e Lesos courts regroupant les vertébres et les phalanges

e Les os plats tels que le sternum et les os pariétaux.
Les os longs sont classiquement utilisés pour décrire la structure anatomique des os. lls
sont constitués d'une partie centrale cylindrique, la diaphyse, qui présente d ses
extrémités une structure plus large et arrondie : I'épiphyse couverte de cartilage
articulaire (Figure 5A). Ces épiphyses sont reliées & la diaphyse par des régions
conigues appelées métaphyses. La forme trés allongée de ce type d'os leur confere
une grande capacité de résistance aux forces de tension, de fraction et de
cisaillement.

Le réle de soutien du squelette est étroitement lié & la nature du tissu osseux, &
sa structure intime, & l'association des différents éléments qui le composent et a
l'agencement des deux modeles architecturaux qui le constituent : I'os cortical (ou
compact) et l'os tfrabéculaire (ou spongieux). Cette trame osseuse est entourée par
une fine couche externe fibreuse permettant nofamment linsertion des tendons et
ligaments : le périoste (Figure 5B).

Le périoste est une membrane vascularisée, résistante, qui recouvre la piece
osseuse sur toute sa surface, & l'exception du cartilage articulaire. Le périoste
contient les vaisseaux sanguins qui apportent les nutriments indispensables a la
réparation de l'os. Il facilite également le remaniement de I'os en servant de
membrane de confinement pour le dépdt de nouvelles cellules osseuses et en
s'assurant que I'os nouvellement formé s'ajoute au tissu osseux déja existant. Seuls les
os du créne en sont dépourvus.

Sous le périoste se trouve I'os cortical (dont I'unité de structure est I'ostéon)
qui représente environ 80 % du squelette et constitue la paroi externe de toute piece
osseuse, ainsi que de la diaphyse des os longs 45. Ses ostéons sont cylindriques, de 200

a 300 um de diametre, et centrés par un canal de Havers plus ou moins ouvert de 50
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um de diametre en moyenne dont l'orientation est grossierement parallele a I'axe de
la diaphyse (Figure 5C). lls sont reliés par des canaux transversaux de Volkmann. La
résistance de l'os cortical dépend de plusieurs parametres : extrinseques (direction et
vitesse d'application des contraintes exercées) ou infrinseques (géométrie de la
piece osseuse et propriétés de la matrice minéralisée).

L'os trabéculaire constitue la partie plus interne de la paroi osseuse et ne
représente que 20 % du squelette adulte (Figure 5C). Il est constitué de travées en
forme de plagues ou de colonnes reliées entre elles par du fissu adipeux et
hématopoiétique richement vascularisé. Les travées forment ainsi un réseau
tfridimensionnel dont l'orientation est ajustée par les sollicitations mécaniques. |l
représente une surface d'échange considérable avec les liquides interstitiels, avec
un renouvellement plus rapide que celui de I'os cortical, jouant ainsi un réle majeur
dans l'éqguilibre phosphocalcique. Il participe d'autre part & la résistance aux
contraintes mécaniques, notamment en compression, des épiphyses et des
métaphyses des os longs et des corps vertébraux qu'il compose principalement.
L'unité de base est cette fois un hémiostéon en forme de croissant ouvert sur la

moelle osseuse.

2.2. La matrice extracellulaire composant la frame osseuse

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé dont la matrice extracellulaire
est composée d'une fraction organique et d'une fraction minérale qui lui conférent
ses propriétés de rigidité et d'élasticité. La fraction organique est produite par des
cellules spécialisées et est constituée d'une substance fondamentale glycoprotéique
(orotéoglycanes, ostéocalcine, facteurs de croissance, ...) et de fibres de
collagénes, principalement de type I. La fraction minérale est quant a elle
composée de calcium et de phosphate assemblés sous forme de cristaux
d’hydroxyapatite (Caio(PO4)¢(OH)2).

2.2.1. La matrice extracellulaire organique

Elle représente 22% de la masse osseuse et forme ce que l'on appelle

I'ostéoide ou substance préosseuse. Les principales classes de macromolécules qui
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la composent forment la substance fibrillaire (90 %) contenant des protéines fibreuses
structurales (collagene et élastine) ou adhérentes (fibronectine) ainsi que la
substance interfibrillaire (10 %) englobant les glycosaminoglycanes (GAG) et
protéoglycanes, des petites protéines non collagéniques comme I'ostéopontine,
I'ostéonectine, I'ostéocalcine et les sialoprotéines osseuses ainsi que des lipides en
petites quantités. Dans le fissu osseux, ces molécules peuvent induire ou inhiber la
minéralisation (Figure 6).
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Figure é: Matrice extracellulaire organique. Adapté G partir de
http://www.biochem.arizona.edu.

Le constituant essentiel de I'ostéoide est le collagene de type 1 qui
représente un peu moins de 90 % des macromolécules de la matrice organique.
Appelé aussi collagene fibrillaire, il est formé de I'assemblage de trois chaines alpha
(a) de polypeptides, deux chaines al et une chaine a2. Le réseau fibreux formé par
I'assemblage des molécules de collagene favorise la minéralisation du tissu osseux
par la fixation, sur les fibres de collagéne, de cristaux d'hydroxyapatite qui conferent
sa dureté au tissu osseux. Tout défaut qualitatif et/ou quantitatif du collagéne de
type | entraine une désorganisation de la matrice extracellulaire et un défaut de
minéralisation conduisant & une fragilité osseuse. Ce désordre correspond au
phénotype osseux des enfants atteints d'ostéogenese imparfaite, maladie plus
connue sous le nom de « maladie des os de verre » (voir paragraphe 4 de cette

infroduction).

Bien que le collagene de type | soit un composant de la peau, des tendons,

de la cornée et des organes internes, sa minéralisation n'est observée qu’'au niveau
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du fissu osseux (dans des conditions non pathologiques) et ce grdce d la présence
de protéines annexes tels que les GAG et les protéines conjuguées.

Les GAG sont de longues chaines polysaccharidiques non ramifiées
composées d'unités disaccharidiques répétitives, on parle de protéoglycanes
lorsqu'ils sont liés de facon covalente d une protéine. Ces molécules, dotées d'un
grand pouvoir osmotique, attirent et retiennent les molécules d'eau pour former des
gels fortement hydratés. La phase aqueuse de ces gels permet la diffusion rapide
des nutriments, des métabolites et des hormones entre le sang et les cellules du fissu,
ainsi que la migration cellulaire. Cependant, dans le fissu osseux, la phase aqueuse
sera rapidement remplacée par les minéraux qui vont durcir la matrice. Les
phénoménes de diffusion seront donc fortement amoindris. Enfin, certains
protéoglycanes peuvent étre associés d la membrane plasmique ou ils jouent un role
de co-récepteur dans l'initiation de la réponse cellulaire & certains facteurs
hormonaux et locaux qui influencent directement ou indirectement I'ostéogenese.

Les petites protéines conjuguées sont la fibronectine (intervenant dans
I'adhérence cellule-matrice), I'ostéopontine (se lierait aux ostéoclastes pour faciliter
leur adhésion a la matrice), I'ostéocalcine (riche en acide y-carboxyglutamique et
liée aux cristaux de la phase minérale, synthétisée par les ostéoblastes, elle attire et
active les ostéoclastes et joue donc un rbéle dans le renouvellement osseux),
I'ostéonectine, les sialoproteines osseuses, les collagénases. Certaines de ces
protéines, dont [|'ostéopontine, [I'ostéonectine, les sialoprotéines et les
phosphoprotéines possedent des sites de liaison au calcium, ce qui contribue &

I"initiation de la minéralisation de la matrice.

2.2.2. La fraction minérale

La minéralisation nécessite des concentrations adéquates en minéraux et
I'existence de sites de nucléation localisés dans des zones particulieres des fibres de
collagéne de type |, permettant la formation des cristaux d'hydroxyapatite. Ils sont
formés de petites plagues hexagonales organisées en lamelles sur lesquelles se
répartissent les ions OH-, Ca2+ et PO4 3,

L'action enzymatique de la phosphatase alcaline est responsable du clivage
des liaisons organophosphates qui libere le phosphate inorganique dans le milieu.

Elle participe vraisemblablement au processus de minéralisation. Elle est localisée
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Figure 7 : Les cellules de la lignée ostéoblastique. Les ostéoblastes sont issus de la
différenciation des cellules souches mésenchymateuses sous I'influence de différents
facteurs tels que Runx2 et Ostérix (Osx) (A), d'apres Harada et Rodan 46. Ces cellules
sont alignées sur la matrice osseuse et ont pour fonction de minéraliser la matrice
osseuse (B), d'aprés http://education.vetmed.vt.edu. En effet, les oséoblastes
synthétisent I'ostéoide durant la phase de formation osseuse, une fois emmurés dans
la matrice osseuse, ils se différencient en ostéocytes (C). Ces ostéocytes possedent
de fins prolongements cytoplasmiques assurant une communication entre eux mais
également avec les ostéoblastes, d'aprés Knothe Tate et al 47,
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dans la membrane plasmique des ostéoblastes et son site actif est accessible a partir
de la surface extracellulaire. Le minéral osseux se dépose sous la forme d'une apatite
tres peu cristalline qui se transforme en un cristal ayant la configuration de la brushite
(précurseur de I'apatite) pour prendre peu a peu celle du phosphate d'octacalcium
avant de devenir de I'nydroxyapatite pure avec un rapport Ca/P égal a 1,66.

La présence de cristaux d'hydroxyapatite sur des sites de minéralisation
entraine une concentration en calcium et phosphate suffisamment élevée pour
permetire la précipitation du phosphore et du calcium amorphe. La licison du
calcium aux protéines non collagéniques permet la poursuite de la maturation

cristalline.

2.3. Les cellules osseuses

Les cellules osseuses frouvent leur origine dans la moelle qui produit trois
types cellulaires directement impliqués dans la biologie du ftissu osseux: les
ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes. Les ostéoblastes sont responsables de
la formation de la matrice organique du tissu osseux, matrice qui aprés minéralisation
renferme les ostéocytes. Les ostéoclastes présentent quant d eux une activité
résorptive. Ces cellules permettent ainsi la formation et la dégradation de I'os, ainsi

que son remodelage.

2.3.1. Les ostéoblastes et les ostéocytes

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ou stromales sont les
précurseurs des fibroblastes, des adipocytes, des cellules endothéliales 48 et de la
lignée ostéoformatrice comprenant les ostéoblastes et les chondroblastes 49. Cette
différenciation vers I'une ou I'autre de ces voies est sous le contrble de |'expression
de facteurs de transcription spécifiques. En ce qui concerne la différenciation
ostéoblastique, les facteurs RUNX2 (CBFA1) et OSTERIX sont indispensables a
I'engagement des CSM dans cette voie 0 et sont eux-mémes sous contréle de
cytokines et hormones telles que les BMPs (Bone morphogenetic proteins), le TGF-p

(Transforming growth factor B), la voie WNT (Wingless-type)/B-catenine ou encore les
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oestrogenes 5 (Figure 7A). Des études ont également suggéré I'implication de
MiRNAs endogénes dans la régulation de la différenciation ostéoblastique 52-54,
Récemment, Li et al. ont mis en évidence I'implication du miR-2861 dans la
différenciation d'ostéoblastes primaires de souris, ce mMIRNA endogene cible
I'expression de HDACS (histone deacetylase 5) 55,

Les ostéoblastes matures sont des cellules cuboidales mononucléées
polyédriques ou vésiculeuses de 20 um de diametre (Figure 7B p31), alignées et
attachées sur la matrice osseuse, et caractérisées par une activité phosphatase
alcaline importante. L'ostéoblaste est limité par une membrane plasmique classique
polarisée. En effet, la portion de membrane plasmique adjacente a I'os en
développement se trouve hérissée d'un nombre important de prolongements
cytoplasmiques qui peuvent s'étendre profondément entre les fibrilles de collagene
de I'ostéoide (Figure 7C p31). Par contre, la portion de membrane plasmique située
au poble opposé de la cellule, c'est-O-dire celui qui n'est pas en contact avec I'os en
formation, possede peu d'expansions.

Leur fonction principale est de synthétiser la matrice (ou tissu ostéoide) et de
participer a sa minéralisation. Au fur et & mesure que la matrice est synthétisée et
minéralisée, une large part des ostéoblastes meurent, d'autres retournent & un état
de repos, principalement sur les surfaces osseuses (cellules bordantes), d'autres
encore sont emprisonnés dans la matrice gu'ils ont synthétisée et deviennent des

ostéocytes (ils représentent environ 1/10eme des ostéoblastes matures) (Figure 8).

Figure 8: Coloration d'ostéocytes figés
dans les lamelles concentriques de I'unité
structurale de l'os compact: l'ostéon.
D'aprés Marieb 44,

Cette formation osseuse assurée par les ostéoblastes peut étre mesurée in
vivo par dosages biochimiques de [I'expression de molécules synthétisées
spécifiguement par ces cellules telles que la phosphatase alcaline ou le propeptide

N-terminal (PINP) reflétant la synthése du collagene de type .

L'ostéocyte est une cellule étoilée possédant de frés nombreux
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prolongements cytoplasmiques qui cheminent & travers un réseau de canalicules
creusé dans la matrice osseuse et baigné de liquide extracellulaire. Ce réseau
permet de relier les ostéocytes entre eux et aux cellules de la surface (ostéoblastes et
cellules bordantes), assurant ainsi la fransmission de diverses informations chimiques
(ions, hormones) et mécaniques (mouvement de fluides, déformations, gravité) par
le biais de jonctions communicantes intercellulaires. De ce fait, les ostéocytes sont de
bons candidats au réle de « mécanosenseur » 6. En effet, plusieurs études montrent
gue ces cellules sont sensibles au stress mécanique et aux mouvements de fluides 7.
Ces cellules sont également capables de synthétiser certaines molécules,
notamment en réponse a un stimulus mécanique et de jouer un réle dans les
échanges calciques entre le tissu osseux et le sang. Enfin, les ostéocytes expriment
spécifiguement la sclérostine, puissant agent inhibiteur de la formation osseuse 8

ainsi que des protéines matricielles.

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes devenus progressivement aplatis
pour former une couche cellulaire attachée et alignée le long de surfaces osseuses
dites inactives. Différents réles leur sont attribués. Unies entre elles et aux ostéocytes,
elles pourraient ainsi participer au réseau de communications intercellulaires. Elles
pourraient également constituer une barriere fonctionnelle entre la moelle osseuse et
l'os calcifié. Les cellules bordantes seraient une source de cellules ostéoblastiques de
réserve capables de se transformer en cellules ostéogéniques sous l'action de
certains stimuli comme la PTH (hormone parathyroidienne ). Enfin, elles pourraient
jouer un réle déterminant dans la modulation de I'activité ostéoclastique en libérant
lors de l'activation d'un cycle de remodelage des substances chimiotactiques
reconnues par les précurseurs ostéoclastiques. L'exposition de l'os & la résorption
ostéoclastique serait par ailleurs facilitée par les rétfractations cytoplasmiques des

cellules bordantes sous I'action de certaines hormones comme la PTH.

2.3.2. Les ostéoclastes

Les cellules souches de la lignée hématopoiétique sont les précurseurs des
cellules sanguines et immunitaires, dont la lignée monocyte-macrophage a I'origine
des ostéoclastes. En effet, la lignée ostéoclastique dérive de précurseurs circulants,
apparentés a la lignée monocytaire, qui colonisent la moelle osseuse et se
différencient au contact des cellules stromales préostéoblastiques. La différenciation

de ces précurseurs en ostéoclastes se fait sous l'influence de facteurs de franscription
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Figure 9: Les ostéoclastes: différenciation et mécanisme d’'action. (A) Les
ostéoclastes dérivent de précurseurs issus de la lignée hématopoiétique sous
I'influence de facteurs tels que RANKL ef le MCSF pour former des cellules géantes
mulfinucléées, d’apres Boyle et al ¢0, (B) Les ostéoclastes sont caractérisés par la
présence de phosphatase acide tartrate résistante (TRAP) contenue dans leurs
nombreux lysosomes et par leur capacité & résorber la matrice osseuse minéralisée.
Apres constitution d'une « poche » hermétique enfre membrane plissée et os,
l'ostéoclaste assure la dissolution de la phase minérale du tissu osseux, notamment
grace a la libération d'ions H*, puis la digestion de la matrice collagénique sous l'effet
d'enzymes lysosomiales telles que la cathepsine K et les matrice-métallo-protéases
(MMP ou collagénases) libérées par exocytose. (C) Cette dégradation a pour
conséquence la formation de lacunes de résorption mises en évidence par
microscopie électronique, d'apres Chambers 61,
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(PU-1, c-fos, NFkB) et de facteurs de croissance dont les principaux sont le M-CSF et
RANKL. Le macrophage colony stimulating factor (M-CSF) en se liant a son récepteur
c-fms stimule la prolifération et la survie des précurseurs monocytaires. Le receptor
activator of nuclear factor kappa B ligand (TNFSF11 ou RANKL), exprimé a la
membrane des ostéoblastes ou des cellules stromales ou libéré sous forme soluble
dans le compartiment extracellulaire, se lie d son récepteur RANK exprimé par les
cellules de la lignée ostéoclastique 2. Ceci a pour conséquence d'activer la survie
et la différenciation des progéniteurs en préostéoclastes mononucléés ainsi que leur
fusion pour former des ostéoclastes matures multinucléés capables de résorber la
matrice osseuse. Une telle association de M-CSF et d'une forme recombinante
soluble de RANKL est apparue nécessaire et suffisante pour obtenir des ostéoclastes
matures in vitro, en l'absence de cocultures avec des ostéoblastes ou des cellules
stromales jusque 1d indispensables ¢ témoignant de l'importance de ces deux
facteurs dans la différenciation ostéoclastique. L'ostéoprotégérine (OPG), synthétisée
par les ostéoblastes, agit comme un récepteur leurre de RANKL inhibant ainsi la
licison du facteur pro-résorptif & son récepteur. Autrement dit, 'OPG prévient la

naissance et la maturation des ostéoclastes (Figure 9A).

L'ostéoclaste mature est une cellule géante multinucléée (100 um de
diameétre en moyenne). Elle est caractérisée par la présence de phosphatase acide
tartrate résistante (TRAP) contenue dans ses nombreux lysosomes, de récepteurs de
la calcitonine, et par sa capacité a résorber la matrice osseuse minéralisée. Le pole
basal présente une membrane plissée appelée bordure en brosse au contact de
laguelle la matrice est résorbée. La résorption débute par l'adhérence de
l'ostéoclaste sur la travée osseuse (via les intégrines) avec constitution d'une « poche
» hermétique entre la membrane plissée et I'os. Dans ces sites d'adhérence on
retrouve de nombreuses molécules impliquées dans la transduction du signal tel que
c-Src, Pyk2 ou FAK (focal adhésion kinase), PI3 kinase qui jouent un réle déterminant
dans I'assemblage et le désassemblage des structures d’adhérence (processus
nécessaire au déplacement de I'ostéoclaste le long de la matrice). La voie FAK est
notamment régulée par un mécanisme d'inhibition post-transcriptionnelle via
I'action du miRNA-138 (miRNA endogéene) sur Pyk2 ¢4, L'ostéoclaste relargue dans la
poche hermétique des ions H* grGce & une pompe a protons ce qui acidifie le
milieu. Il s'en suit une dissolution de la phase minérale du tissu osseux, suivie d'une
phase de digestion de la matrice collagénique sous l'effet d'enzymes lysosomiales

telles que la cathepsine K et les métalloprotéases matricielles (ou collagénases)
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libérées par exocytose (Figure 9B p35).

L'os résorbé laisse peu d peu la place a une lacune de résorption appelée
lacune de Howship (Figure 9C p35). Le pH acide de cette lacune favorise I'activité
de ces enzymes. Certains débris protéiques, incluant les produits de dégradation du
collagene, sont transportés grce au trafic vésiculaire a travers la cellule et sont
ensuite excrétés dans le milieu extracellulaire. Ainsi la résorption osseuse peut étre
mesurée par des dosages biochimiques comme le taux des molécules de pontage
du collagéne et de leurs peptides associés: CTX ou le NTX (télopeptides du
collagéne). La durée de vie moyenne d'un ostéoclaste humain est de 2 semaines

apres lesquelles il entre en apoptose 4.

2.4. Le remodelage osseux

Pour répondre & ses différentes fonctions, I'os est remodelé en permanence
gr@ce 4 une activité couplée des ostéoclastes résorbant I'os ancien ¢ et des
ostéoblastes synthétisant une matrice osseuse nouvelle 4. Ce remodelage osseux
accomplit trois principales fonctions. Il permet tout d'abord & I'organisme de réguler
I'équilibre minéral (homéostasie du calcium et du phosphate). Il constitue ensuite un
mécanisme d'adaptation du squelette & son environnement mécanique, réduisant
ainsi le risque de fracture. C'est enfin un mécanisme de renouvellement tissulaire, tres
intfense lors de la croissance, et de réparation des dommages osseux créés

notamment lors des contraintes.

Ce processus peut étre divisé en 4 grandes étapes et est hautement régulé.
L'ostéoblaste apparait comme la cellule cible des voies de régulation. Cette cellule
a notamment la capacité de moduler l'ostéoclastogenese grlce a la voie
RANK/RANKL/OPG, fondamentale dans I'équilibre formation/résorption. Elle est elle-
méme sous la dépendance de nombreux facteurs de transcription, notamment les

membres du complexe AP1 et la voie canonique Wnt-B-caténine.
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Figure 10 : Les différentes étapes du remodelage osseux. Divers stimuli aménent les
préostéoclastes sur une surface osseuse qui devient le siege d'une résorption
ostéoclastique. Dans la lacune formée, des ostéoblastes viennent déposer la matrice
collagénique qui se minéralise dans un second temps. Adapté de la publication de

Lerner. D'aprées Lerner 67,
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2.4.1. Les étapes du remodelage osseux

Le remodelage commence par une activation des cellules bordantes qui
recouvrent une surface osseuse inactive. Ces cellules, tout en se rétractant,
dégradent la couche collagénique sous-jacente et attirent par chimiotactisme les
préostéoclastes sur la zone osseuse ainsi exposée : c'est la phase d'« activation ». Ces
préostéoclastes fusionnent pour devenir des ostéoclastes actifs et adhérents a la
surface osseuse : c'est la phase de « résorption » du minéral osseux et de la matrice
organique. La phase d'« inversion » correspond au remplacement des ostéoclastes
par des cellules mononucléées de type macrophagique. Elles seraient responsables
de la préparation au comblement de la lacune, avec notamment le dépdt de la
ligne cémentante au fond de celle-ci. Puis survient le recrutement des ostéoblastes
dans cette lacune gqu'ils comblent en apposant une nouvelle matrice organique, le
tissu ostéoide, qui sera ensuite minéralisé : c'est la phase de « formation ». L'activité
de formation dépend d'avantage du nombre initial d'ostéoblastes que de l'activité
propre de chaque cellule. La vitesse d'apposition de la matrice osseuse est
initiclement élevée, puis fléchit lorsque la lacune de résorption se comble. La durée
de ce cycle de remodelage dure environ de 3 & 6 mois chez I'homme adulte. Vient
enfin une phase de « quiescence » pendant laquelle la minéralisation secondaire de
la matrice est parachevée. Cette étape correspond a une accumulation de minéral
dans la matrice indépendamment des cellules osseuses, avec un réle fondamentall

dans la résistance mécanique des os (Figure 10).

La mise en place de ce processus nait d un moment et en un point donné qui
se déplace sur la surface osseuse G une vitesse évaluée a 25 um/jour sur une
distance variable qu'il est impossible d'évaluer sur le plan histologique et disparait
une fois I'os remplacé. Ceci nécessite ainsi un apport constant de cellules précurseurs
ostéoclastiques a I'avant du front de progression et ostéoblastiques a I'arriere 8. La
nouvelle unité structurale osseuse issue de cette reconstruction correspond & un
ostéon. Chez I'adulte, le nombre d'unités actives & un instant donné est d'environ 1
million. Dans I'os cortical, ces ostéons s'organisent autour de cylindres, les canaux de
Havers, plus ou moins ouverts suivant leur stade fonctionnel. Dans I'os frabéculaire,
ces mémes structures sont ouvertes sur la moelle et, chez I'Homme, son taux de
renouvellement est cing a huit fois plus rapide que I'os cortical. Ainsi on considére

que 4% de I'os cortical et 25% du tfrabéculaire sont renouvelés par an.
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Figure 11: La triade moléculaire OPG/RANK/RANKL et la différenciation

ostéoclastique. D'aprés Amgen et adapté de Boyle et al 6o,
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Le mécanisme cellulaire de renouvellement du fissu osseux est soumis &
linfluence de facteurs exogénes et endogénes dont les plus importants, capables de
moduler l'activité des cellules osseuses, sont un certain nombre de facteurs
hormonaux et locaux, aqinsi que les confraintes mécaniques. Les hormones
calciotropes (PTH, vitamine D) modulent le remodelage osseux, soit directement, soit
en modifiant la production des facteurs locaux de régulation du métabolisme

OSSeUX.

2.4.2. Régulation du remodelage osseux : la triade OPG / RANK
/ RANKL

Les protéines RANK (TNFRSF11a ou receptor activator of NFkB) / RANKL
(TNFSF11  ou RANK ligand) / OPG (INFRSF11b ou ostéoprotégérine) sont
essentiellement produites par les ostéoblastes et les cellules du microenvironnement
osseux. Elles constituent des effecteurs terminaux locaux issus de I'action de certaines
hormones systémiques telles que la PTH, la vitamine D3 et les prostaglandines E2
(PGE2). Les ostéoblastes sont nécessaires a la différenciation des ostéoclastes. Le
systéme RANK/RANKL/OPG, médiateur de cette communication intercellulaire entre
ostéoblastes et ostéoclastes, exerce un rdle fondamental dans le contrdle de
l'ostéoclastogenése, la plupart des hormones et cytokines modulant la résorption

osseuse agissant au moins en partie a fravers cette voie (Figure 11).

RANKL est une cytokine transmembranaire avec un court domaine N-terminal
infracytoplasmique, pouvant étre clivé par des protéases de maniére & générer une
forme soluble, et une longue portion extracytoplasmique C-terminale. Le domaine
extracytoplasmique de RANKL est capable de reconnaitre de maniére sélective des
cellules progénitrices hématopoiétiques engagées dans la différenciation
ostéoclastique sous l'influence du M-CSF (voir chapitre 2.3.2). Le récepteur de RANKL
est RANK, une protéine tfransmembranaire, auguel il se lie avec une forte affinité.
Dans I'os I'expression de RANK est limitée aux ostéoclastes. Dans les autres tissus,
RANK est exprimé surtout par les fibroblastes, les cellules dendritiques et les
lymphocytes T et B. RANK est essentiel a la différenciation et a la survie des
ostéoclastes ¢ par I'activation de voies de signalisation telles que PI3K, p38, ERK, JNK,
Akt ou NFkB.
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Figure 12: Données radiographiques de souris sauvages (A), surexprimant la
cytokine pro-résorptive Rankl (B) ou inactivées pour le géne Rankl (C). D'apres Kim
et al 70,
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Figure 13 : Clichés radiographiques d'une cage thoracique chez un patient sain et un
patient atteint d'ostéopétrose caractérisée par une mutation dans le géne codant le
récepteur RANK. D'aprées Guerrini et al 71,
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Figure 14: Analyses microscanner de fémurs chez des souris sauvages (A) et des
souris fransgéniques surexprimant I'ostéoprotégérine (B). D'apres Stolina et al 72,
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Chez les souris invalidées pour les genes RANKL ou RANK, I'activation des
ostéoclastes est défectueuse, autrement dit, la formation osseuse ne peut plus étre
contrebalancée par la résorption (Figure 12). Ceci se traduit par une masse osseuse
plus dense associée a une fragilité du squelette mais aussi par un comblement des
cavités médullaires osseuses ayant pour conséquence une diminution de I'espace
attribué au tissu hématopoiétique, ce qui entraine une forme d’'anémie progressive.
Ce phénotype correspond a celui de I'ostéopétrose chez I'Homme, maladie
caractérisée par une perte de |'activité des ostéoclastes au cours de leur
différenciation ou de leur activité. Cette perte d'activité ostéoclastique est
également retrouvée chez des patients présentant une ostéopétrose « génétique »
car associée a des mutations dans les genes codant RANKL 73 ou RANK 7! (Figure 13).
Dans le cas ou RANK est défectueux, une greffe de cellules souches
hématopoiétiques est envisageable. Inversement, les souris traitées avec du RANKL
exogene 74, ou transgénique pour la cytokine 70 présentent une perte osseuse et une
hypercalcémie proche d'une ostéoporose chez I'Homme (Figure 12).

Plus recemment, il a été montré que RANKL pouvait éfre exprimé par d'autres
cellules, notamment par les lymphocytes T activés et les synoviocytes au cours de
rhumatismes inflammatoires tels que la polyarthrite rhumatoide, induisant ainsi les

phénomeénes de résorption osseuse périarticulaire 75.

L'OPG est une glycoprotéine produite en particulier par les ostéoblastes et
aussi par d'autres cellules de la moelle osseuse. A linverse des autres membres de la
famille des récepteurs au TNF, elle ne possede pas de domaine transmembranaire et
agit donc comme un récepteur soluble dans le milieu extracellulaire. L'OPG agit
comme un récepteur piege de RANKL dont elle inhibe ainsi I'action. Plus
précisément, c'est le ratio entre le niveau d'expression de RANKL et de son récepteur
leurre OPG par les ostéoblastes qui contrdle la résorption ostéoclastique 76. De facon
intéressante, Runx2, le facteur de transcription qui induit le phénotype des
ostéoblastes et contrdle leur activité, régule directement I'expression des genes de
RANKL et de I'OPG, constituant ainsi un lien moléculaire entre formation et résorption
0Sseuses.

II'a par ailleurs eté montré que la délétion génique d'OPG entrainait une
ostéoporose séveére caractérisée par une résorption excessive 77, alors qu'une
surexpression d'OPG entraine une ostéopétrose 78, confirmant ainsi le réle crucial du

systeme RANKL/OPG dans la détermination de la masse osseuse (Figure 14).
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Toutes les hormones et les facteurs locaux qui agissent sur les ostéoclastes et
sur leur activité de destruction de I'os ont une action sur le systeme RANKL, RANK,
OPG. La PTH augmente la résorption osseuse en se liant & son récepteur sur les
précurseurs ostéoblastiques du sfroma médullaire. Elle inhibe la sécrétion de I'OPG et
active I'expression de RANKL 79. La 1,25(OH)vit2D (25-hydroxyvitamin D), & dose
physiologique, inhibe la stimulation de I'expression de RANKL par la PTH et donc
augmente la formation osseuse. Les cytokines inflammatoires, Interleukine (IL) -1 et
TNF-a augmentent la destruction osseuse en stimulant la synthése de M-CSF et de
RANKL par les précurseurs ostéoblastiques médullaires, ce qui renforce le nombre et
I'activité des ostéoclastes 80, L'expression de RANKL est stimulée également par I'lL-6
et les glucocorticoides. Le TGF-B, les cestrogénes et les BMPs augmentent I'expression
de I'OPG. Ainsi lors de la ménopause, le taux d'oestrogéne chute ce qui favorise le

développement de I'ostéoporose par diminution des taux d'OPG circulants.

En résumé, RANKL et OPG sont les effecteurs pivots du systéeme agoniste —
antagoniste qui régule tout le devenir des ostéoclastes : différenciation, fusion,
activation, survie et apoptose. Les premiers réles dans cette régulation semblent étre
tenus par les cellules préostéoblastiques du stroma médullaire notamment via le
contréle de I'activité de RANKL. En effet, RANKL exerce un rétrocontréle négatif sur
son expression par les précurseurs ostéoblastiques médullaires et stimule la synthése
d'OPG. Cette triade moléculaire contribue au bon déroulement du remodelage
osseux et permet ainsi de maintenir I'équilibre entre les phases d'apposition et de
résorption osseuse. Tout déréglement de cet équilibre via la modification du ratio
RANKL / OPG est lié a I'apparition de pathologies. Elles sont dites ostéocondensantes
(telle que I'ostéopétrose) lorsque ce ratio est diminué enfrainant ainsi une diminution
de l'activité des ostéoclastes mais ce phénoméne est rare. Le plus souvent les
pathologies associées & une modification de ce ratio vont en faveur d'une
augmentation de I'activité ostéoclastique et sont dites ostéolytiques entrainant une
perte de la masse osseuse telle que I'ostéoporose. Dans ce cas, les traitements
actuels visent & inhiber la suractivation des ostéoclastes par des molécules chimiques
tels que les bisphosphonates (voir chapitre 3.5.1) ou par inactivation de la protéine
RANKL par injection de récepteurs solubles (injection d’OPG recombinante) ou
d'anticorps (Denosumab®, voir chapitre 3.5.2). Des modifications du rafio RANKL /
OPG ont également été décrites dans des pathologies d'origine tumorale associées
a un fort remodelage osseux 8. En effet, le microenvironnement osseux pourrait

également participer a I'initiation et au développement de tumeurs ostéolytiques
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primaires (comme |'ostéosarcome) ou secondaires (comme les métastases osseuses)
82, Ainsi les stratégies développées dans le cadre du fraitement de I'ostéoporose
pourraient s'avérer efficaces dans le traitement des tumeurs osseuses. Plusieurs
investigations sont déja menées chez des patients atteints de myélome multiple ou
présentant des métastases osseuses (comme pour le cancer de la prostate) pour

diminuer I'incidence de |la maladie sur le fissu osseux 83.
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3. L'ostéosarcome : une tumeur osseuse primitive

L'ostéosarcome est défini par I'Organisation Mondiale de la Santé comme
une tumeur maligne caractérisée par I'élaboration d'os ou de substance ostéoide
par les cellules tumorales 84 qui dérivent donc, de prés ou de loin, de la lignée
ostéoblastique. Le développement de ces tumeurs se caractérise par un
remodelage osseux de I'os adjacent a la tumeur. On distingue ainsi des tumeurs dites

ostéolytiques, ostéocondensantes ou mixtes (Figure 15).

A C

Figure 15: Clichés radiographiques présentant les lésions osseuses associées au
développement d'un ostéosarcome. Les Iésions peuvent éfre uniguement
ostéolytiques (A) ou associées d la formation d'os ectopique tumoral (la ftumeur est
dans ce cas qualifiée d'ostéocondensante) (B). Enfin certains patients présentent
une forme mixte (C) associant ostéolyse et ostéocondensation. Clichés obtenus par
le service d'orthopédie du CHU Hotel Dieu de Nantes (Professeur Francois Gouin).

3.1. Données épidémiologiques et étiologie des ostéosarcomes

Avec 4,8 nouveaux cas par an et par milion d'enfants de moins de 20 ans
aux Etats-unis 8 et 3,6 nouveaux cas par milion d’enfants de moins de 15 ans en
France 8 et par an, I'ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus
fréquente. Elle représente la moitié des cas de tumeurs osseuses diagnostiquées mais
reste une pathologie rare (5% des cancers de I'enfant soit 0,2% de toutes les
néoplasies malignes). Cette tumeur osseuse touche plus généralement une
population jeune ; en effet, 75% des ostéosarcomes sont diagnostiqués entre 8 et 25
ans (avec une médiane d’'age de 18 ans) et est plus fréquente chez les garcons que
chez les filles 8. Chez I'enfant, I'ostéosarcome est considéré comme rare avant I'ége
de 10 ans et exceptionnel avant 5 ans. Quelques cas sont également diagnostiqués

apres 60 ans mais les patients présentent le plus souvent un terrain favorable.
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Le site préférentiel du développement de I'ostéosarcome se situe au niveau
des os longs tels que ceux des membres supérieurs et inférieurs avec une localisation
métaphysaire. Cette localisation ainsi que I'dge de survenue de I'ostéosarcome
suggére un lien entre la croissance osseuse et l'initiation de la tumeur 8. Cette
hypothese est notamment confimée par l'incidence élevée des ostéosarcomes
chez les chiens de grande ftaille. Le site métastatique préférentiel des cellules
d'ostéosarcome est le poumon, le développement de nodules pulmonaires entraine
une insuffisance respiratoire causant le déces du patient. La présence de ces
nodules au moment du diagnostic diminue fortement les chances de survie des

patients.

L'étiologie de I'ostéosarcome reste & ce jour inconnue. En effetf, les
ostéosarcomes ne sont pas associés  une anomalie moléculaire contrairement a
d’'autres types de cancers tels que le sarcome d'Ewing induit par une franslocation
spécifique. Plusieurs observations expérimentales ont mis en évidence une possible
relation entre la survenue des ostéosarcomes et une origine virale, traumatique, voire
chimigue, mais aucune de ces hypothéses n'a pu étre confirmée chez I'Homme.
Certaines prédispositions peuvent cependant étre associées a I'apparition de ce
type de tumeur comme chez des sujets ayant préalablement développé une
maladie de Paget (maladie chronique associant des anomalies de |'architecture de
'os et une fibrose de la moelle) ou un syndrome de Rothmund-Thompson 87
(génodermatose caractérisée par une poikilodermie associée a une petite taille).
D'autres sont observées chez des patients ayant déja développé une tumeur de
quelque origine que ce soit. C'est le cas de patients diagnostiqués pour un
rétinoblastome en bas &ge % (oU les ostéosarcomes s'observent 100 fois plus
frequemment que dans la population normale ') ou encore le syndrome de Li-
Fraumeni 92 (anomalie innée de I'un des alleles du géne p53, ou I'enfant développe
de mulliples tumeurs aussi bien sarcomateuses que carcinomateuses). Ces
ostéosarcomes résultant d'une premiére pathologie sont qualifiés de secondaires.
Quelques cas d'ostéosarcome congénitaux ont pu étre décrits mais trop peu pour

considérer cette tumeur comme familiale 93.

Malgré le fait qu'aucune lésion génétique spécifique n'ait été reconnue, de
fréquentes anomalies cytogénétiques sont observées dans les ostéosarcomes avec
une atteintes de certains loci comme ceux de p53 chez environ 50% des patients 94

ou Rb (géne du rétinoblastome) chez 70% d’'entre eux 959. Une étude réalisée sur
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une cohorte réduite de 29 patients atteints d'ostéosarcome a également montré
que 38% des tumeurs présentent une ou plusieurs altérations génétiques touchant
des molécules impliquées dans le contréle de la fransition G1-S, et donc dans
I'entrée dans le cycle cellulaire 97, ces altérations étant des facteurs de mauvais
pronostic en terme de survie des patients. Il s’agit principalement de mutations du
géne Rb, p53, et/ou de I'amplification des genes MDM?2 (inhibiteur de p53) et CDK4
(Cycline Dependant Kinase 4, nécessaire 4 la fransition G1-S). Certains
ostéosarcomes ont également montré une dérégulation en faveur d'une
surexpression du proto-oncogéne c-myc %4 ainsi que du facteur de transcription Ap-1
98 ou encore du gene c-kit contrélant tous trois la prolifération, la différenciation et
I'apoptose. Enfin, une délétion chez 45,6% des patients de cette cohorte du gene
TWIST impligué dans le développement embryonnaire s'est avérée étre également
un facteur de mauvais pronostic 7. Au niveau chromosomique, I'analyse des
caryotypes a révélé de nombreux réarrangements ainsi que des variations dans le

nombre de chromosomes, mais n'a conduit d I'identification d'aucune spécificité.

Ce manque de données sur les mécanismes moléculaires rend plus difficile le
diagnostic ainsi que le développement d'approches thérapeutiques ciblées pour

cette pathologie.

3.2. Diagnostic des ostéosarcomes : imagerie médicale et
analyse anatomopathologique

Les signes cliniques des tumeurs osseuses primitives n'ont aucune spécificité, la
douleur étant le symptéme initial le plus fréquent. La survenue de cette douleur peut
étre aussi bien diurne que nocturne et son dllure aussi bien mécanique
gu'inflammatoire. Cette douleur est la conséquence d'une atteinte osseuse pouvant
aller jusqu'a la fracture. L'existence d'une tuméfaction palpable est une autre
circonstance révélatrice mais ne s’observe que dans les régions ou

les éléments osseux sont superficiels (Figure 16).

Figure 16: Détection macroscopique d'une tuméfaction sur
I'humérus gauche d'une patiente prise en charge au CHU Hétel
Dieu de Nantes (Annexe 1, Perrot et al, 2010).
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nier
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Figure 18 : Scintigraphie osseuse des ostéosarcomes chez 'Homme. Utilisation du
99Tc-MDP pour la mise en évidence d'un ostéosarcome au niveau du genou par
scintigraohie  planaire (A, d'aprés Gorlick et al 101 et B, d'aprés
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/?/92/Osteosarcoma-003.jpg).
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La grande partie du diagnostic repose sur I'analyse anatomopathologique
d'une biopsie et sur I'imagerie médicale. Hormis la radiographie conventionnelle qui
révele les Iésions ostéolytiques et/ou ostéocondensantes sur le site tumoral, les deux
principales techniques utilisées dans I'imagerie des tumeurs osseuses sont la
scintigraphie osseuse pour la visualisation de 1ésions multiples et I'imagerie en coupe
de type résonance magnétique (IRM) ou tomodensitométrie (TDM) qui sont utiles
pour déterminer la nature de la tumeur, son extension locale et la présence de
métastases, notamment dans les poumons qui constituent le site de dissémination

métastatique privilégié des ostéosarcomes.

Apres analyse de I'atteinte osseuse sur les clichés radiographiques, I'invasion
des tissus mous est déterminée par des techniques d'imagerie en coupes telle que
I'IRM. Cette technique permet I'étude de la tumeur en elle-méme et des structures
adjacentes, elle précise les rapports exacts de la tumeur avec les organes et/ou
tissus avoisinants (muscles, vaisseaux, nerfs) ainsi que son étendue 10 : c'est ce que
I'on appelle le bilan d‘extension local ou & distance (Figure 17). A ces techniques
d'imagerie conventionnelle permettant une visualisation anatomique précise des
Iésions, des techniques d'imagerie fonctionnelle
sont associées afin de distinguer les régions
présentant un déséquiliore de la balance

ostéolyse-ostéogénese.

Figure 17: Images de l'ostéosarcome de la
figure 16 obtenues par IRM (Annexe 1, Perrot et
al. 2010).

La scintigraphie osseuse utilisant le méthyléne disphosphonate de Technétium
(?Tc-MDP) est I'examen radio-isotopique classique (Figure 18A et 18B). Ces dérivés
phosphorés enfrent dans le métabolisme phospho-calcique, leur fixation au tissu
osseux est donc liée a I'activité de la résorption de la matrice osseuse. La fixation du
MDP étant proportionnelle au flux vasculaire et au métabolisme osseux local 104,
I'activité de remodelage osseux ainsi que la présence de métastases peuvent étre
déterminées 105,

A I'heure actuelle une autre technique de scintigraphie qui apparait plus
efficace dans le diagnostic et le suivi de l'ostéosarcome est en cours d'évaluation
clinique : la scintigraphie au 8F-FDG 106 (Figure 18C et 18D). Le fluorodésoxyglucose

marqué au fluor 18 (['8F]-fluoro-2-déoxy-D-glucose ou '8F-FDG) est un traceur
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biologique aspécifique dont la fixation est accrue dans les conditions pathologiques
comportant une augmentation de la consommation de glucose ce qui est le cas
pour les tumeurs. Cette technique dimagerie est basée sur la différence de
consommation de glucose enfre les tissus sains et tumoraux. Le 18F-FDG est un
radionucléide émetteur de positon, analogue du glucose de demi-vie courte (109
min). Apres injection infraveineuse, ce glucose modifié est capté de facon analogue
au glucose par les cellules consommatrices. Dans la cellule, le 18F-FDG transformé en
18F-FDG -6 phosphate est incapable de passer la membrane cellulaire. Il ne subit pas
les autres étapes de la glycolyse et s‘accumule dans les cellules. Le 18F-FDG permet
d'effectuer une imagerie du métabolisme glucidique. L'augmentation du
métabolisme glucidique par les cellules tumorales résulte de I'augmentation du
nombre de tfransporteurs du glucose (par surexpression des genes codant ces
fransporteurs) et de I'amplification des voies enzymatiques de la glycolyse. Cette
technique d'imagerie fonctionnelle et métabolique a l'avantage de permetire le
suivi de I'évolution tumorale in vivo. Elle est la plus sensible et la plus précoce pour
évaluer la réponse thérapeutique car les modifications morphologiques de la tumeur
apparaissent apres les modifications métaboliques 197, En effet, des zones de nécrose
induite par les traitements de chimiothérapie peuvent étre mises en évidence
facilitant ainsi le suivi de la réponse thérapeutique. De plus, la grande résolution
d'image générée par cette méthode dimagerie permet de visualiser des foyers

métastatiques qui n'apparaissent pas en utilisant d'autres méthodes de détection.

Ces différentes techniques d'imagerie sont indispensables a I'établissement
du diagnostic, au suivi de la réponse aux traitements et des rechutes. Mais seule
I'analyse histologique pourra poser le diagnostic final. La biopsie est obligatoire et
reste essentielle dans le diagnostic de l'ostéosarcome et pour le distinguer d'autres
fumeurs osseuses (felles que le sarcome d'Ewing, le chondrosarcome), c'est ce que
I'on appelle le diagnostic différenciel. Histologiqguement, la Iésion apparait comme
une prolifération d'ostéoblastes plus ou moins bien différenciés, produisant une
matrice osseuse d'architecture anarchique, plus ou moins abondante (Figure 19).
Cette matrice osseuse peut étre isolée, ou associée & une production de matrice le
plus souvent osseuse (ostéosarcome de type ostéoblastique), cartilagineuse
(ostéosarcome de type chondroblastique) ou fibreuse (ostéosarcome de type
fibroblastique) 108, Il existe un désordre architectural du tissu néoformé qui de plus
s'infiltre dans les espaces médullaires de 'os qui abrite la tumeur, envahissant ses

fravées. Les vaisseaux de 'ostéosarcome sont souvent des sinusoides ou de véritables
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cavités caverneuses sans paroi propre. L'aspect histologique des tumeurs définit en

partie la classification des osteéosarcomes, on distingue ainsi la forme commune,

I'ostéosarcome télangiectasique (Figure 19), I'ostéosarcome d petites cellules rondes

et I'ostéosarcome bien différencié intramédullaire 88.

Figure 19: Coloration hématoxyline,
éosine, safran (HES) d'un ostéosarcome
télangiectasique. L'analyse histologique
de la biopsie montre des zones de
prolifération cellulaire avec un fort indice
mitotique, la formation de plagues
d'ostéoide (*) ainsi que des espaces
télangiectasiques contenant du sang
(X). L'image est obtenue  par
microscopie optique au grossissement
x100. Annexe 1, Perrot et al., 2010

Les examens biologiques viennent en complément et sont le plus souvent

normaux en dehors d'une augmentation des PHA (phosphatases alcalines sériques)

tfraduisant un remaniement osseux.

3.3. Traitement conventionnel de l'ostéosarcome

Avant I'avenement de la chimiothérapie dans les années 1970, le fraitement

de l'ostéosarcome consistait principalement en une résection chirurgicale de la

tumeur conduisant le plus souvent & une amputation du membre atteint. Le taux de

survie a 5 ans était alors faible, de I'ordre de 10 a 20 % 9. Les progres réalisés dans le

développement de la polychimiothérapie pré- et post-opératoire ont permis

d'allonger le délai de survie et de guérir au moins 2/3 des patients. En effet, mise en

place a partir de 1978, la chimiothérapie a métamorphosé le traitement de

l'ostéosarcome et a permis d'envisager des techniques chirurgicales conservatrices

afin de remplacer I'amputation 110, A l'inverse de la chimiothérapie dont I'usage s'est
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Ostéosarcome diagnostiqué
| | |
<18 ans 18-25 ans >25 ans
MTX ou API-Al
Au choix du centre

MTX-VP-IFOS API-Al

13 semaines 13 semaines

lChirurgiel lChirurgiel

BR MR/métas BR MR/métas

MTX MTX API VP-IFO

VP-IFO CP-AD 3 mois 4 mois
6 mois 6 mois

Figure 20 : Schéma de prise en charge des patients atteints d'ostéosarcome par la
chimiothérapie en France. BR: bon répondeur (<10% de cellules fumorales
résiduelles), MR : mauvais répondeur (>10% de cellules tumorales résiduelles ou
patient non opérable ou métastatique), MTX: méthotrexate, VP : VP-16, IFO:
ifosfamide, API; adriamycine + cis-platinum + ifosfamide, Al: adriamycine +
ifosfamide, CP-AD ; cis-platinum + adriamycine. D'apres le service d'oncopédiatrie

du CHU Hotel Dieu de Nantes.
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développé, les autres traitements complémentaires proposés, en particulier la
radiothérapie de la tumeur primitive, ou lirradiation prophylactique des poumons se

révélent peu efficaces 117,

Le ftraitement général de l'ostéosarcome comprend une résection
chirurgicale de la tumeur associée a des cures de polychimiothérapie généralement
pré- et post-opératoires 112, En effet, les protocoles associant une chimiothérapie
néoadjuvante a une chimiothérapie adjuvante montrent une efficacité supérieure
aux protocoles de chimiothérapie adjuvante seule 104, La combinaison des molécules
de chimiothérapie, les doses et la fréquence des injections dépendent des données
histologiques de la biopsie qui déterminent la nature et le grade de I'ostéosarcome
et de I'dge du patient (Figure 20 ci-confre). En regle générale, 4 cures de
chimiothérapie sont réalisées avant la résection chirurgicale de la tumeur puis 6
cures en post-opératoire pour une durée de traitement de 10 mois au total. Les
molécules les plus utilisées dans la prise en charge des patients en France sont les
suivantes :

- le méthotrexate : dans la cellule il inhibe une enzyme, la dihydrofolate
réductase provoquant un déficit en une base azotée (la thymine) ce qui ralentit
fortement la synthése de I'ADN au cours de la phase S du cycle cellulaire. I est
administré & haute dose sous forme de perfusion pendant 24h puis 3 jours
d'hospitalisation afin de s'assurer de son élimination. En effet, ce produit présente
une certaine toxicité qui, si besoin, peut étre contrecarrée par un antfidote : la
carboxypeptidase.

- Etoposide (VP16) / Ifosfamide : cette combinaison permet d'inhiber d'une part
la kinase p34 « cdc2» de facon irréversible par I'étoposide, bloquant la cellule en
phase G2 du cycle cellulaire ainsi que la formation des microtubules par fixation du
VP16 sur la tubuline. D'autre part, I'ifosfamide entraine la lioération d'ions éthylene-
iminium bloguant la réplication de I'ADN d'ou un effet cytostatigue conduisant &
une nécrose cellulaire. lIs sont administrés par 3 injections et entrainent de fortes
aplasies médullaires (baisse des globules rouges et des globules blancs).

- La doxorubicine est un agent intercalant qui en se liant & la topoisomérase |
forme un complexe avec I'ADN inhibant ainsi toute synthese d’ARN ribosomaux.

- Le cisplatine est un complexe organométallique qui se fixe sélectivement sur les
bases puriques de I'ADN (A ou G) et induit une variation de la conformation locale
du double brin d'’ADN empéchant la transcription. Ceci a pour conséquence finale

la mort de la cellule.
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Au moment de l'exérese chirurgicale, la sensibilité de la tumeur a la
chimiothérapie pré-opératoire est déterminée par I'appréciation du pourcentage de
cellules tumorales résiduelles sur la piece de résection (Figure 21). Cette analyse se
révéle étre un facteur pronostique en corrélation avec la survie globale du patient.
La nécrose tumorale est évaluée par la classification mondialement reconnue et
établie en 1977 par Huvos 113 qui détermine le pourcentage moyen de cellules
viables sur la pieéce opératoire. Un patient est considéré comme « bon répondeur » &
un traitement néoadjuvant lorsque 90 & 95 % de nécrose est observé sur la piece de
résection 1. Un patient présentant une bonne réponse lors du protocole de
chimiothérapie pré-opérative recevra le méme fraitement en post-opératoire alors
qgu'un mauvais répondeur se verra augmenter ses doses de médicaments ou
proposer un autre protocole. La combinaison chimiothérapie d'induction, chirurgie
et chimiothérapie adjuvante a transformé le pronostic de cette lésion auparavant
gravissime. En effet, le taux de survie est maintenant de 70% a 5 ans pour les formes
localisées mais reste cependant faible (20%) lorsque des métastases pulmonaires

sont détectées au moment du diagnostic 114,

Figure 21 : Exemple d'analyse pour I'estimation du nombre de cellules tumorales
résiduelles sur une piece de résection d'un ostéosarcome de la hanche. Photo du
servie d'orthopédie du CHU Hotel Dieu de Nantes (Pr Gouin).

Cependant, une absence de réponse aux drogues anti-tumorales est encore
observée et demeure un probléeme majeur conduisant au développement de
métastases puis au déces du patient. De plus, les séquences de traitement, les
hospitalisations répétées font de la chimiothérapie un traitement difficile & supporter,
dégradant la qualité de vie du patient. Enfin, ces molécules présentent un certain
nombre de limites, & savoir :

- des effets secondaires sur les tissus sains. Ces molécules n'étant pas
spécifiques des cellules tumorales, elles entrainent a court et d long terme des
effets toxiques sur les tissus sains. A court terme, les patients présentent des

nausées voir des vomissements, une mort de cellules a forte réplication
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entrainant une perte des cheveux, une aplasie médullaire. A long terme, les
fortes doses d'ifosfamide peuvent entrainer une infertilité, I'utilisation du VP16
peut induire des leucémies secondaires, enfin la doxorubicine est toxique
pour le coeur. Les patients ayant recu une chimiothérapie peuvent
également présenter une toxicité rénale, une puberté retardée, des
dérégulations endocriniennes (thyroide), une croissance retardée. Tous ces
effets secondaires peuvent entfrainer un mal-étre psychologique non
négligeable.

- un développement de phénomeénes de résistance dus a la
diminution de I'accumulation intracellulaire des médicaments, & I'activation
des mécanismes de réparation, & la modification de la cible des
médicaments anticancéreux, d la modification de I'expression des génes et
enfin au phénomeéne de résistance multi-drogues (MDR).

- les éventuelles récidives. En cas de récidive, les patients considérés
comme des bons répondeurs lors de la premiére intervention recevront le
fraitement & plus haute dose des mauvais répondeurs. Cependant un cas
d'ostéosarcome ne répondant pas bien aux protocoles de chimiothérapie
sera traité par de la radiothérapie ou par de nouvelles molécules en essais

cliniques lors de la rechute.

L'ensemble de ces données montre I'évolution apportée par la
polychimiothérapie dans le fraitement des ostéosarcomes en terme de survie mais
met également en évidence I'agressivité de ce genre de fraitement qui nécessite de
fortes doses d'agent cytostatique ayant beaucoup d’effets secondaires. De plus,
certains patients ne répondent pas du tout & ce genre de traitement et/ou
présentent des rechutes. C'est pourquoi de nouvelles stratégies sont développées
afin d’améliorer le bien étre du patient et la réponse au traitement tout en diminuant

les doses de chimiothérapie.
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Figure 22 : Cercle vicieux entre prolifération tumorale et hyper-résorption osseuse
d’origine maligne. Entre résorption et prolifération tumorale s'instaure un cercle
vicieux dans lequel des facteurs de croissance libérés de la matrice lors de I'hyper-
résorption osseuse stimulent I'activité et la prolifération des cellules tumorales, qui &
leur tour produisent des facteurs qui vont activer la résorption osseuse (PTHrP ou
RANKL), directement ou via les ostéoblastes. Adapté de Wittrant et al. 115 avec les
représentations cellulaires d’Amgen.
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3.1. Le cercle vicieux : développement tumoral en site osseux
et ostéolyse

Le développement d'une tumeur en site osseux s'accompagne d'un
important remodelage de I'os adjacent a la tumeur. Ainsi des Iésions ostéolytiques
et/ou ostéocondensantes ont pu éfre mises en évidence par rayons X dans le cadre
de métastases osseuses, lésions qui sont également retrouvées dans le cas du
développement d'un ostéosarcome.

Les analyses histologiques ont montré que cette résorption osseuse était due
non pas a une action directe des cellules tumorales mais & la suractivation des
ostéoclastes. En effet, les cellules tumorales sécrétent des facteurs pro-résorptifs
conduisant & I'activation des précurseurs ostéoclastiques, I'ostéolyse qui en résulte
libere des facteurs de croissance stockés jusqu'alors dans le tissu osseux, facteurs
bénéfiques au développement tumoral. Ainsi le microenvironnement osseux
favoriserait la mise en place d'un cercle vicieux qui s'établit entre la résorption
osseuse et la croissance tumorale 8, étape cruciale pour linitiation et le

développement de tumeurs osseuses (Figure 22 ci-contre).

Les cellules tumorales peuvent notamment sécréter le PTH-rP (PTH-relatide
peptide) qui stimule la biologie des ostéoclastes via la sécrétion de RANKL par les
cellules ostéoblastiques 116, Certaines cellules tumorales comme dans le cas des
métastases osseuses du cancer de la prostate 117, le myélome multiple 118, les
neuroblastomes 11?7 ou encore les cellules de carcinome 120 expriment directement la
cytokine pro-résorptive RANKL. Dans le cadre de |'ostéosarcome, la production de
RANKL directement par les cellules tumorales n'a pas été clairement mise en
évidence ; cependant des études montrent qu'un blocage de RANKL dans le
microenvironnement tumoral par des récepteurs solubles inhibe |'ostéolyse para-
tumorale et ralentit le développement de |'ostéosarcome 121122, De plus, dans le
modele  d'ostéosarcome  ostéolytique de  souris  POS-1, les analyses
immunohistochimiques ont révélé la présence de RANKL dans le tissu fumoral 122, Au
sein du microenvironnement fumoral, les cellules productrices de RANKL peuvent
donc étre les cellules tumorales elles-mémes, les cellules stromales ou les ostéoblastes
123,

En retour, la résorption osseuse libére des facteurs de croissance pouvant a
leur tour activer la prolifération tumorale. On y retrouve notamment le TGFR 124, tres

abondant dans la matrice osseuse, mais aussi les BMPs 125,
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3.2. Inhibition de l'ostéolyse para-tumorale : nouvelle
stratégie thérapeutique de I'ostéosarcome ?

Etant donné que la résorption osseuse au niveau du site tumoral contribue au
développement des tumeurs, un moyen de pouvoir abolir le cercle vicieux serait de
protéger I'os adjacent de cette dégradation afin de ralentir la progression de
I'ostéosarcome. Ainsi, différentes stratégies ont été mises au point de maniere
inhiber I'ostéolyse para-tumorale en inhibant 'activité des ostéoclastes ou en
piégeant les facteurs solubles pro-résorptifs tels que la PTH-rP ou RANKL (effecteur

final de I'activation des ostéoclastes).

3.2.1. Inhibition de I'activité biologique des ostéoclastes

Une premiere possibilité consiste d inhiber les voies de signalisation et/ou les
fonctions impliguées dans I'activation des ostéoclastes en utilisant des inhibiteurs :

- de la cathepsine K (enzyme impliquée dans la dégradation de la
matrice de collagéne) 12¢
- de la tyrosine kinase SRC (impliquée dans la formation et le
déplacement des ostéoclastes) 127
- de p38 mitogen-activated protein kinase (impliquée dans la
fransmission des signaux de fransduction permettant I'expression de
facteurs pro-résorptifs) 128
- du protéasome (inhibition de I'ostéoclastogenese par blocage de la

voie de signalisation assurée par NFkB) 129

A I'heure actuelle, les bisphosphonates constituent la classe d'agents anti-
résorption la plus efficace et la plus utilisée dans le traitement de I'ostéoporose. Ces
molécules sont en effet le traitement de référence en terme de prévention des
fractures chez la femme ostéoporotique 130, lIs sont également utilisés pour des
hypercalcémies associées aux pathologies osseuses métaboliques ou aux ostéolyses
tfumorales 131, Ce sont des analogues synthétiques du pyrophosphate endogene
(PPi), leur structure P-C-P leur confére la capacité de se fixer aux ions divalents tels
gue le Ca?* leur permettant une fixation spécifique a la surface osseuse in vivo aux

sites de remodelage actif et en particulier aux sites de résorption ostéoclastique 132.
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Figure 23 : Schéma de prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome dans le

protocole 082006 associant traitement conventionnel

et acide zolédronique

(Zometa®). D'apres la Réunion « Echantillons et recherche » du 25 Juin 2010 au CHU
Hotel Dieu, Nantes.
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L'acide zolédronique est un bisphosphonate de 3éme génération contenant
un atome d'azote (génération considérée comme la plus efficace a I'heure
actuelle). L'acide zolédronique inhibe I'activité des ostéoclastes en ciblant une
enzyme clef de la voie du mévalonate : la farnésyl diphosphate synthase (FPPs). En
inhibant la FPPs, I'acide zolédronique perturbe le bon déroulement de voies de
signalisation essentielles & I'activité des ostéoclastes notamment en empéchant la
prénylation des petites GTPases 133, Il induirait également la mort par apoptose de
ces cellules par accumulation du substrat de la FPPs capable d'activer I'adénine
nucléotide translocase composant les pores de perméabilité mitochondriale 134,
Dans des modeéles animaux d'ostéosarcome, l'injection d'acide zolédronique
permet de diminuer I'ostéolyse para-tumorale, d'augmenter significativement le taux
de survie des animaux traités et d'inhiber la dissémination métastatique en site
pulmonaire 135, La combinaison de ce bisphosphonate avec un agent de
chimiothérapie tel que I'ifosfamide a permis d'augmenter les effets thérapeutiques
obtenus avec chacune des molécules seules en terme de rechute, de réparation
tissulaire et d'ostéolyse para-tumorale 136, Cette association de I'acide zolédronique
a la chimiothérapie conventionnelle est actuellement testée dans un essai clinique

de phase lll chez I'Homme (protocole OS2006, Figure 23).

3.2.2. Inhibition de RANKL

RANKL étant la cytokine pivot dans I'activation de I'ostéoclastogenese et de
la survie des ostéclastes matures, et ayant été montrée comme surexprimée dans le
cas d'un développement tumoral en site osseux, plusieurs études visent & bloquer
son action sur son récepteur RANK afin d'inhiber la résorption osseuse para-tumorale.
Ainsi, plusieurs études ont été menées pour évaluer |'efficacité et les potentiels effets
thérapeutiques de I'inhibition de RANKL 115,

En se liant & RANKL, I'OPG ou les peptides mimétiques dérivés 137 permettent
de prévenir le développement de |ésions ostéolytiques dans des modeles animaux
de myélome multiple 118138, d’adénocarcinome du cblon, de métastases osseuses du
cancer du sein 139, de la prostate 7, du poumon et d'ostéosarcomes 122,
L'intfroduction d’OPG dans des cultures de précurseurs ostéoclastiques in vitro inhibe
I'ostéoclastogenese. In vivo, cette inhibition se fraduit par une diminution des Iésions

ostéolytiques associées au développement tumoral en site osseux, un ralentissement
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de la progression tumorale pouvant aller jusqu'a une réponse compléete avec
disparition totale de la tumeur, et une augmentation significative de la survie des
animaux traités. Ainsi dans le modéle d'ostéosarcome syngénique ostéolytique de
souris POS-1, I'OPG a été administrée par transfert de géne non viral dans le muscle
controlatéral lors d'un traitement préventif (la premiere injection étant réalisée 7 jours
avant implantation de I'ostéosarcome). Dans cette étude, seuls 2 animaux sur 6 ont
développé un ostéosarcome prolifératif contre 5 animaux sur 6 dans le groupe
contréle. Ces deux animaux présentaient des ostéosarcomes de volumes nettement
inférieurs aux tumeurs non traitées. Ce ralentissement du développement des
ostéosarcomes était associé d une diminution des Iésions ostéolytiques, ceci ayant
pour conséquence une augmentation du taux de survie (70% versus 15%, 28 jours
apres induction de la tumeur) 122, Les mémes résultats ont été obtenus apres transfert
d'un plasmide codant la molécule RANK-Fc dans ce méme modéle et avec le
méme protocole préventif 121, Dans le modele d'ostéosarcome de rat OSRGA mixte,
c'est-a-dire ayant une composante ostéolytique et ostéocondensante (formation
d’'os anormal directement par les cellules tumorales 13¢), I'administration d’OPG par
des vecteurs adénoviraux lors d'un fraitement non pas préventif mais curatif, a
montré des résultats plus encourageants. En effet, I'analyse de la microarchitecture
osseuse montre une inhibition de la formation d'os ectopique comparativement au
groupe contréle. Le suivi de I'évolution du volume tumoral témoignait d'une
répression compléte du développement de I'ostéosarcome apres traitement, et ce
pour I'ensemble des animaux traités 122, Ces études montrent I'importance de
I'ostéolyse dans la prise et le développement des tumeurs osseuses. Cependant, ces
effets thérapeutiques restent limités au microenvironnement osseux puisque la
prolifération de cellules issues de lignée de cancer de prostate injectées en sous
cutané n'est pas ralentie par une administration d'OPG recombinante
comparativement & une injection intra-osseuse de cellules tumorales 117,

Le denosumab® (AMG 162, Amgen) est un anticorps monoclonal humanisé
ciblant RANKL humain. A I'origine développé pour le traitement de I'ostéoporose,
cet anticorps a rapidement été proposé dans le traitement des tumeurs osseuses ou
associées a des désordres osseux, notamment au vue des résultats obtenus avec les
récepteurs solubles de RANKL. Il est actuellement testé dans 36 essais cliniques dont
17 sur des patients présentant des métastases osseuses. Cette molécule basée sur la
structure d'une immunoglobuline G2 présente une durée de vie longue dans la
circulation sanguine et une diminution rapide de la résorption osseuse chez des

patients présentant une ostéoporose mais aussi chez des patients atteints de tumeurs
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osseuses comme le myélome multiple ou des métastases osseuses et ce apres une

seule injection par voie sous cutanée 140.141,

3.3. Développement de siRNAs a visée thérapeutique ciblant
RANKL dans l'ostéosarcome

Le réle pivot de la cytokine pro-résorptive RANKL dans I'activation et le
maintien de I'ostéolyse para-tumorale fait de cette protéine une cible frés attractive
pour le développement de nouvelles stratégies de thérapie des ostéosarcomes. La
découverte des molécules de I'ARN interférence tels que les siRNAs offre de
nouvelles perspectives thérapeutiques par inhibition spécifiqgue d'un transcrit donné.
Une nouvelle stratégie consisterait donc non plus G piéger RANKL dans le
microenvironnement tumoral mais & inhiber directement son expression par des
sSiRNAs ciblant son ARNm. Malgré les nombreuses investigations menées en
oncologie, seules quelques études ont montré |'efficacité de molécules de types
siRNAs dans des modeles de tumeurs osseuses primitives, ces molécules ciblant
principalement I'expression de genes impliqués dans le cycle cellulaire ou I'apoptose
142-145 C’est pourquoi, afin de mettre au point un protocole optimal d'injection in vivo
de siRNAs ciblant une protéine du microenvironnement tumoral dans des modéeles
murins d'ostéosarcome, mon travail de thése a consisté a cibler dans un premier
temps la production d’un gene rapporteur (la luciférase) détectable et quantifiable
par des techniques d'imagerie opfique par bioluminescence. Dans un second
temps, le protocole d'injection de siRNAs ainsi développé a été utilisé en visant la
cytokine pro-résorptive Rankl, surexprimée dans le microenvironnement tumoral,
dans deux modeéles murins d'ostéosarcome : le modele ostéolytique de souris POS-1
et le modele mixte de rat OSRGA.

L'ufilisation des molécules inhibant la résorption osseuse a montré
I'importance de I'ostéolyse para-tumorale dans le développement tumoral en site
osseux. Cependant, ces molécules ne peuvent remplacer completement les
bénéfices de la chimiothérapie en particulier dans la répression des métastases de
I'ostéosarcome, c'est pourquoi elles sont combinées au traitement conventionnel de
ce type de tumeur dans les études cliniques (protocole OS2006). Dans cette optique,

la prévention de I'ostéolyse para-tumorale par les siRNAs ciblant Rankl a également
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Figure 24: Signes cliniques observés chez les patients afteints d'ostéogenese
imparfaite. (A) Exemple de déformation visible du bras gauche, d'aprés
http://www.pathguy.com/lectures/bones.ntm. (B) Mise en évidence de
déformations osseuses ou de fractures par rayons X. D'apres I'encyclopédie en ligne
Wikipedia et I'étude de Major et al. 146, Les patients peuvent également présenter
une dentinogenese imparfaite (C, d'apres Kindelan et al 147) et des sclérofiques
bleues (D, Manu Varshney et al 148),
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4.L'ostéogenése imparfaite

En dehors de I'ostéolyse induite par une suractivation des ostéoclastes, que
ce soit dans le cadre du développement tumoral en site osseux ou d'une maladie
métabolique telle que I'ostéoporose, la fragilité osseuse peut également étre due &
un défaut de production de la matrice extracellulaire composant le tissu osseux.
C'est le cas de I'ostéogenese imparfaite caractérisée par un défaut quantitatif et/ou
qualitatif du collagéne de type |, composant essentiel de la matrice organique de
toute piece osseuse. Cette pathologie plus connue sous le nom de « maladie des os
de verre » est une maladie génétique a caractéere dominant impliquant les genes

codant les chaines alpha du collagene de type |

4.1. Epidémiologie et classification

Le terme d'ostéogenese imparfaite (Ol) regroupe un ensemble d'affections
héréditaires de gravité variable caractérisées par une fragilité osseuse excessive. Les
signes cliniques sont trés variables et inconstants. lls comprennent une ostéoporose
congénitale, une dentfinogenese imparfaite, un visage triangulaire, une petite taille,
une surdité tardive et surtout des sclérotiques bleues (membrane externe du globe
oculaire qui normalement est de couleur blanche) qui constituent un signe tres
important pour le diagnostic positif, mais qui n'est pas toujours retrouvé chez tous les
patients (Figure 24 ci-contre). Cette pathologie se caractérise par un défaut
qualitatif de la matrice de collagéene entrainant des complications osseuses comme
des fractures a répétition consécutives & des chocs minimes, des déformations des

membres, du thorax et du squelette, un reldchement excessif des ligaments 149,

L'incidence de cette pathologie est évaluée a 1 pour 15000-20000 individus et
touche de maniere égale les différentes populations ethniques. Bien que considérée
comme rare, I'Ol représente le plus fréquent des désordres génétiques affectant I'os

150,

Les différentes formes d'ostéogenese imparfaite sont classées en 4 sous
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groupes selon leurs caractéristiques cliniques, radiologiques et génétiques et ce
depuis 1979 151 :

- L'Ol de type |l est la forme la moins sévere qui se caractérise par des
fractures occasionnelles des os longs, principalement pendant la période pré
pubere, et une légere déformation du squelette entrainant une ftaille
légerement plus petite qu’en absence de maladie 152. Selon les cas, les
patients atteints d'ostéogenése de type | présentent ou non un probleme de
dentinogenése. Cependant, les jeunes adultes finissent par présenter une
perte auditive due a la fusion des petits os de I'oreille 153,

- L'Ol de type Il est la forme la plus sévere, souvent létale pendant le
développement prénatal. En effet, les enfants présentent une forte
déformation des os longs et du thorax ainsi que des fractures in utero. A cause
de cetfte malformation du thorax, empéchant le bon développement des
poumons, ils présentent une insuffisance respiratoire qui est le plus souvent &
I'origine du déceés. Ainsi 60% des nouveaux nés présentant une Ol de type I
décéedent dans les premiers jours de la vie et 80% dans le premier mois suite &
une infection pulmonaire ou une insuffisance cardiaque. Les signes extérieurs
caractéristiques de cette forme d'Ol sont les sclérotiques bleues, un nez
crochu et une boite cr@nienne molle 154,

- Les patients atteints d'une Ol de type Il présentent des fractures
fréquentes, une tension musculaire au niveau de certains os entrainant une
déformation progressive. lls sont le plus souvent de petite taille (& cause de
plaque de croissance désorganisée 155), présentent une face friangulaire, des
sclérotiques bleues et une dentinogenése imparfaite. Les déformations sont
associées 4 une insuffisance au niveau du systeme cardio-pulmonaire,
insuffisance amplifiée par des scolioses, ce qui constitue une cause de déces.

- Le type IV regroupe des individus dont le phénotype varie entre |éger
(type 1) a sévere (type lll) en terme de déformation squelettique. lIs présentent
également des fractures sur les os longs tout au long de leur vie mais leur
incidence diminue aprés la puberté. Ils peuvent avoir une dentition anormale
et des sclérotiques bleues, leur taille n'est pas affectée a la naissance mais

leur croissance est tout de méme |égérement ralentie 156,

AU niveau génétique, le type | est caractérisé par une mutation « nulle » (la
protéine produite n'étant pas incorporée dans la molécule de collagéne 157), alors

que les types Il a IV sont eux associés & une mutation dominante négative dans I'un
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Sillence Clinical severity Mutated gene Mode of
type inheritance
| Mild-non deforming COL1A1/2 AD

Il Perinatal lethal COL1A1/2 AD

Ul Severely deforming COL1A1/2 AD

v Moderately deforming COL1AT1/2 AD

vV Moderately deforming Unknown AD

Vi Moderately to saverely deforming Unknown AR

Vil Moderately deforming CRTAP AR

Vi Severely deforming to pennatal lethal LEPRET AR

Tableau 3: Classification des ostéogenéses imparfaites. AD: autosomique
dominante, AR : autosomique récessive. D'apres Van Dijk et al 158,
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de ces deux genes (mutation ponctuelle, perte d'un exon, délétions, insertions)
conduisant & la production d'une chaine mutée modifiant la conformation
tridimensionnelle de la molécule de collagene. RéEcemment, un 5¢me et yn é4eme
groupe d'Ol ont été décrits (types V 159 et VI 1¢0) car présentant des symptdmes
osseux tels que des callosités hypertrophiques et une ossification précoce de la
membrane interosseuse au niveau des avant-bras et des jambes identiques au type
IV. Cependant, ces types V et VI ne sont pas reliés & une quelconque altération des
génes du collagéne de type |. La séparation de ces deux types d’'ostéogenése
imparfaite s'explique par les anomalies de migration électrophorétique du collagéne
de type | pour les ostéogenéeses imparfaites de type VI 160, De plus, I'Ol de type V est
considérée comme autosomale dominante alors que celle de type VI serait
récessive. Enfin, plusieurs études ont montré I'implication de mutations dans d'autres
génes que les genes du collagene de type | comme LEPRE] (codant la prolyl 3-
hydroxylase 1) ou CRTAP (carfilage-associated protein) qui participent aux
modifications post-traductionnelles des molécules de collagene 1¢1-164, Ces mutations
ayant été associées a des phénotypes d'ostéogenese imparfaite, deux nouveaux
types (VI et VIII) ont ainsi été ajoutés dans la classification des ostéogeneses

imparfaites (Tableau 3 ci-contre) 158,

4.2. Problématique biologique de I'ostéogenése imparfaite

L'ostéogenése imparfaite est une affection génétique & caractere dominant
ayant pour origine une mutation d'un des génes COLIA] ou COLIA2 codant les

chdines alpha 1 et alpha 2 du collagéne de type | produit par les ostéoblastes 165,

Le collagéne de type | représente 90 % du collagene d'un vertébré. i
constitue la trame de I'os (O comparer aux armatures du béton armé), et plus
généralement des tissus conjonctifs. Il intervient dans la formation de la peau, des
tendons, des os et de la cornée. Cette glycoprotéine fibreuse forme une triple hélice
composee de l'association de 2 chaines al et d'une chaine a2 codées
respectivement par les genes COLTAT et COLIA2 situés sur les chromosomes 7 et 17.
Ces chadines polypeptidiques sont synthétisées au niveau des ribosomes du réticulum
endoplasmique rugueux de I'ostéoblaste. Elles subissent ensuite des hydroxylations et

des glycosylations avant de s’associer en hélices (Figure 25A au dos de cette page).
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Figure 25 : Maturation des chaines de collagéene de type | et minéralisation osseuse.
AU niveau osseux, les ostéoblastes synthétisent les molécules de collagene qui
s'associent entre elles afin de former des fibriles (A), adapté d'aprés
http://www.addiactive.com. (B) En plus du collagene (rose), ces cellules sécretent
également des vésicules matricielles (jaune), foyers de dépdt de cristaux
d'hydroxyapatite (vert), ce qui constitue la premiére étape de la minéralisation.
L'augmentation contfinue de matiere minérale & partir de ces foyers primaires
conduit finalement & la minéralisation confluente du collagene ostéoide et de la
matrice de soutien riche en glycosaminoglycanes. Schéma issu du livre d’histologie
fonctionelle de Wheater, Young ef Heath 146,
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Ces molécules sont excrétées par exocytose et s’accumulent de maniere a former
un réseau fibreux caractéristique et organisé. Le déploiement des fibres de
collagéne dans l'espace extracellulaire s‘accompagne du clivage des peptides
d'extension aux extrémités amino- et carboxyterminales, ainsi que de la formation de
pontages. Dans le tissu osseux, les fibres collagéniques ainsi formées sont associées a
des protéines non collagéniques permettant la minéralisation par fixation des cristaux
d'hydroxyapatite, minéralisation indispensable au maintien de la dureté des os
(Figure 25B). Un déficit d'expression du collagéne, comme c'est le cas chez les
patients atteints d'une ostéogenése imparfaite de type |, entraine donc une fragilité
osseuse. En effet, dans ce cas, les mutations sont associées a une perte d’'expression
du transcrit codé par un des deux alléles ce qui divise par deux la quantité d'’ARNm
et donc de protéine produite. Cette diminution quantitative du collagene de type |
altere I'architecture et la « solidité » de I'os 1¢7.

La conformation de la triple hélice est possible gréce a la répétition d'un motif
d'acides aminés : Glycine-X-Y (oUu X et Y sont le plus souvent une proline et une
hydroxyproline). Cette glycine présente tous les 3 amino acides est nécessaire a la
formation et la stabilisation de I'hétérotrimére formant la molécule de collagene. Les
mutations retrouvées dans les Ol de types Il & IV sont le plus souvent associées 4 la
substitution d'une glycine par un autre acide aminé (85% des QOl, 165), la chaine al
étant la plus fréquemment mutée. Dans ce cas la triple hélice de collagéne est

perturbée par I'incorporation d'une chaine mutée 168 (Figure 26).

A Géne COL1A1 Géne COL1A2
B Chaine al sauvage Chaine a2 sauvage Chaine al mutée

Triple hélice de collagéne | sauvage Triple hélice de collagéne | mutée

Figure 26 : Représentation schématique des genes COLTA1 et COL1A2 et structure du
collagéene de type | sauvage ou muté. (A) Sont indiqués : promoteur (jaune), TATA
box (bleue), 52 exons et infrons (rose), région 3'-UTR c’est-A-dire région non traduite
(ligne verte). (B) La triple hélice de collageéne de type | est constituée de deux
chaines a1 et une chaine o2. Le tétrameére rouge dans la friple hélice de collagene |
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mutée représente la substitution d'une glycine qui déstabilise I'intégrité de la triple
hélice. D'apres Milington-Ward et al.

Un nombre croissant de mutations associées d un phénotype d'Ol ont été
décrites et se comptent par centaines (voir liste sur

www.le.ac.uk/genetics/collagen). Les molécules de glycine ayant un réle central

dans le repliement de la protéine de collagene, les mutations répertoriées dans des

cas d'Ol sont le plus souvent associées a la substitution d'une glycine.

La relation entre génotype et phénotype n'est pas complétement comprise. I
est tout de méme admis qu'un défaut qualitatif est toujours plus sévere qu'un défaut
quantitatif. De plus, la position et la nature de la mutation au sein de la séquence
codante, ainsi que le rdle biologique de la chaine mutée, auraient également un
impact sur la gravité des symptdbmes 1¢9. Ainsi le gradient de sévérité augmenterait
au fur et & mesure que la position de la mutation se rapproche de I'extrémité C-
terminale dans le cas de mutation sur la chaine al codée par COLTAT 179, mais pas

dans le cas des mutations concernant le gene COLTA2.

4.3. Diagnostic

Le diagnostic dépend de I'Gdge considéré. Le diagnostic anténatal d'un
déficit osseux repose sur I'échographie complétée par une radiographie. Cette
échographie permet de mettre en évidence des anomalies de longueur des os des
membres et du squelette et une trop bonne visibilité de I'encéphale témoignant
d'une boite crdnienne molle. Les radiographies permettent de confirmer ces
anomalies.

A la naissance, 'Ol peut étre facilement diagnostiquée, mais elle peut aussi passer
inapercue jusqu'd ce que I'enfant présente des difficultés a la marche (en effet, les
fractures d'age différent dans la période néonatale et pendant I'enfance peuvent
évoqguer une maltraitance de I'enfant a défaut d'une Ol). Un abaissement de la
densité minérale osseuse mesurée par densitométrie biphotonique & rayons X, est
dans ce contexte, un moyen qui pourrait aider a francher en faveur de fractures par

fragilité osseuse plutdt que par mauvais fraitements 172,
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Figure 27 : Stabilisation chirurgicale du membre inférieur par infroduction d’'une tige
inframédullaire (systeme téléscopique de Sheffield) chez un patient atteint
d'ostéogenese imparfaite. Radiographies pré-opératoires des tibias droit (A) et
gauche (B) et post-opératoire (C). D'apres Wilkinson et al, 171,
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Pour le petit enfant, d’autres diagnostics différentiels sont également utilisés :
I'ostéopathie d'immobilisation, I'ostéopathie du prématuré, le rachitisme carentiel ou
une hémopathie. Chez le grand enfant, I'association de fractures et d'une
ostéoporose est un diagnostic facile lorsque s'y associe une maladie connue telle

que la leucémie 172,

4.4. Prise en charge de I'OI par des traitements palliatifs

Les fraitements actuels ne visent pas la cause génétfique de la pathologie
mais s'efforcent d’améliorer les conditions de vie des patients. La prise en charge de
ces patients ne peut se concevoir que dans un cadre multidisciplinaire visant &
contrecarrer I'ensemble des symptdémes de I'Ol. Elle débute parfois dés la naissance
et fait appel d une rééducation fonctionnelle adaptée traitant autant I'éveil de

I'enfant que la fracture.

Les différentes techniques orthopédiques ou chirurgicales permettent la
réduction des fractures et la correction des déformations. Le bilan pré-opératoire, en
parficulier pulmonaire, est essentiel pour les Ol de types Il et IV. La prise en charge
chez I'enfant fait appel & I'enclouage télescopique qui est une technique
chirurgicale actuellement bien codifiée ou encore I'insertion dans le fOt fémoral ou
fibial d'une tige consolidatrice (Figure 27 ci-contre), I'os autour de la tige reste
cependant trés fragile 1¢8. Cette consolidation peut également se faire au niveau de
la colonne vertébrale. Le traitement des déformations du rachis dépend de I'angle
de la scoliose. Aprés une fracture ou en post-opératoire, une immobilisation trop
longue n'est pas souhaitable et une rééducation doit toujours étre entreprise. Le
fraitement des fractures doit avoir pour objectif, chez I'enfant comme chez I'adulte,

la reprise d'une autonomie la plus compléte et la plus rapide possible.

Trop souvent immobilisés et protégés de I'environnement extérieur, les enfants
comme les adultes atteints d'Ol souffrent facilement de carence en vitamine D et en
calcium. Une prévention de [linsuffisance vitamino-calcique est donc
particulierement nécessaire, utilisant des posologies de I'ordre de 500 mg a 1 000 mg
de calcium et de 400 a 800 Ul de vitamine D par jour. Ces différents traitements ne

sauraient faire oublier le soulagement des douleurs tres fréquentes chez ces patients.
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Ces douleurs peuvent étre la conséquence des déformations et des atteintes
dégénératives elles aussi fréquentes. Elles sont soulagées par un traitement
symptomatique dont I'efficacité ne differe pas de celle qu'on obtient chez les

patients non atteints de la maladie.

Avec |'utilisation des bisphosphonates qui ont remplacé des traitements
médicamenteux empiriques sans grande efficacité, le fait d'inhiber la dégradation
osseuse physiologique par les ostéoclastes a permis de diminuer les douleurs et
I'incidence des fractures d'abord dans des modeles animaux 173 puis chez le patient.
Ces fraitements via les biphosphonates (pamidronate 174176 ou alendronate 177)
offrent ainsi un véritable progrés thérapeutique. L'efficacité des traitements est
évaluée par la mesure de la densité osseuse (voir chapitre diagnostic), et par le
dosage biochimique des marqueurs du remodelage osseux. En effet, un
abaissement du taux du 25-hydroxyvitamine D sérique est souvent observé. Sont
également suivis les taux d'expression de |'ostéocalcine, des phosphatases alcalines,

ainsi que les peptides de collagéne.

Cependant, les bisphosphonates ne permettent de traiter que les symptémes
et non pas la cause de la maladie c'est-a-dire un défaut de collagéne fonctionnel.
De plus, certains effets néfastes ont été observés lors de |'administration de
pamidronate. En effet, la premiere injection peut s’accompagner de fievre et de
nausées. En supprimant la résorption osseuse, ces agents pourraient avoir un effet sur
la croissance mais aussi entrainer I'accumulation de micro-dommages dans le tissu
osseux (normalement éliminés par les ostéoclastes et remplacés par une nouvelle
matrice par les ostéoblastes) ou encore empécher la cicatrisation naturelle des
fractures 178179, C'est pourquoi de nouvelles approches thérapeutiques sont

envisagées.

45. Nouvelles stratégies de thérapie

Devant les limites des traitements palliatifs de I'Ol, de nouvelles stratégies sont
actuellement testées en ciblant la cause méme de la pathologie, a savoir le défaut
quantitatif et/ou qualitatif en protéine de collagéne fonctionnelle. Premierement,
des protocoles de thérapie cellulaire ont été imaginés, notamment via I'utilisation de

cellules souches issues de la moelle osseuse totale ou de cellules isolées telles que les
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Figure 28: Différenciation des cellules souches mésenchymateuses. Les CSM
pluripotentes peuvent s'auto-renouveler ou se différencier en progéniteurs
mésenchymateux & I'origine des cellules ostéoblastiques, adipocytaires,
fibroblastiques, chondroblastiques et myoblastiques. D'aprés Milington-Ward et al,
168
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cellules souches mésenchymateuses (CSM) ou encore les progéniteurs
mésenchymateux (Iégérement plus avancés dans la différenciation) ; toutes ces
cellules sont capables de se différencier enfre autre en ostéoblastes et fibroblastes
180, sources de collagene de type I. L'apport de ces cellules allogéniques codant une
protéine de collagene fonctionnelle a permis d'améliorer le tableau clinique des
patients. Une seconde stratégie consiste & modifier directement les cellules du
patient en vue d'une autogreffe. Ainsi des protocoles de thérapie génique visant &
apporter une copie fonctionnelle du géne ou a inhiber le produit muté au profit de

I'expression des chaines sauvages ont été développés.

4.5.1. Greffes allogéniques de cellules souches issues de la
moelle osseuse

Les cellules souches adultes présentent un grand intérét en recherche
notamment & cause de leur capacité d'autorenouvellement (tout en maintenant un
statut indifférencié). Ces cellules sous I'effet de différents stimuli sont capables de se
différencier en un certain nombre de cellules. Ainsi les CSM isolées de la moelle
osseuse sont capables de se différencier en cellules conjonctives spécialisées de I'os,
de la graisse, du cartilage ou encore des muscles, elles peuvent également générer

des cellules épithéliales ou encore des progéniteurs neuraux '8! (Figure 28 ci-contre).

Les CSM présentent un grand intérét thérapeutique pour traiter des désordres
impliqués dans ces tissus. En effet, I'injection de CSM chez le mouton '8 et |a souris 183
a montré une incorporation de ces cellules et de leurs cellules filles dans différents
fissus y compris dans le tissu osseux. De plus, ces cellules semblent éfre capables de
migrer vers les sites 1ésés 184 d'oU leur potentiel effet bénéfique dans des cas de

fracture chez des patients atteints d'Ol.

Ainsi I'injection de CSM allogéniques capables de générer des ostéoblastes
avec une production de collagene fonctionnel chez des patients atteints d'Ol
représente un axe frés prometteur dans le développement des nouvelles stratégies.
Les CSM peuvent étre injectées de facon systémique (utilisant ainsi leurs propriétés
de migration vers les sites [€sés) ou directement dans la cavité osseuse. Ainsi 3
enfants atteints d’'une Ol sévere ont recu une greffe de CSM et de cellules souches
hématopoiétiques allogéniques dans le cadre d'un essai clinique. Trois mois apres

injection de ces cellules par voie infraveineuse, 1,5-2% des ostéoblastes chez les
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patients ont été identifies comme issus du donneur de moelle. Cette prise de greffe a
permis d'augmenter de maniere significative la proportion de tissu minéralisé 185,
Dans une deuxieme étude, 6 jeunes patients ayant déja recu une greffe allogénique
de moelle osseuse ont été ftraités par une injection de CSM allogéniques
uniguement. Cing patients sur 6 ont montré une prise de greffe avec la présence de
cellules issues du donneur dans différents types tissulaires y compris dans I'os. Ceci
eut pour conséquence d'accélérer leur croissance de 60 a 94% dans les 6 mois
ayant suivi la greffe 186, Enfin, chez une femme enceinte dont le foetus présentait de
multiples fractures (forme d'Ol considérée comme |étale), I'injection de CSM
allogéniques in utero durant la 32¢me semaine de grossesse combinée 4 un
traitement par des bisphosphonates dés I'dge de 2 mois a permis d'améliorer
I'architecture de I'os trabéculaire et de diminuer le risque de fracture (seulement 3
en 2 ans). A I'dge de 2 ans, la croissance et le développement de I'appareil

psychomoteur étaient normaux 187,

Ainsi, l'injection de CSM dallogéniques permet d'améliorer nettement le
tableau clinique des patients atteints d'Ol et ce malgré les faibles taux de cellules
issues de la différenciation de ces CSM. Les effets a long terme ne sont
malheureusement pas encore connus. De plus, ce type de stratégie nécessite un
donneur de moelle compatible et doit faire face aux risques de rejet de greffe. C'est
pourquoi de nouvelles stratégies proposent non plus d'apporter des cellules
capables de produire du collagene fonctionnel mais de directement corriger le
défaut génétique par thérapie génique au sein des cellules de patient en vue d'une

autogreffe.

4.5.2.Thérapies géniques : transfert stable d'un géne
fonctionnel ou de molécules inhibant spécifiquement
I'expression du transcrit muté

La thérapie génique, complémentaire a la thérapie cellulaire, consiste &
corriger directement les cellules du patient, cellules qui pourront par la suite étre
réimplantées par autogreffe. Ainsi dans le cas des Ol de type | caractérisées par un
déficit quantitatif de collagene, l'infroduction d'une copie supplémentaire
permetirait de pallier ce probleme. Cependant, cette approche reste compliquée
puisque les génes COLTAT et COLIA2 sont relativement grands (18kb contenant 51

exons et 38kb contenant 52 exons respectivement) et fortement régulés in vivo (par
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des facteurs de transcription tels que NFkB, Spl1, AP1, Smads, Myc ou des cytokines
comme le TGF-B, II-1, TNF-a 188), lIs sont exprimés différemment en fonction du type
cellulaire mais également au cours du développement de I'os et du cartilage 182

(voir chapitre 3 des résultats, paragraphe 1.1).

Dans le cas des désordres génétiques a caractére dominant, notamment
pour les Ol de type Il a IV, le fait d'apporter une cassette codant une forme
fonctionnelle du géene n'empéche en rien la production des chaines mutées. En
effet, dans ce cas ce n'est pas le déficit d'expression qui pose probléme mais la
production d'une protéine anormale. Ainsi la stratégie la plus @ méme de pouvoir
favoriser I'association de chadines sauvages serait d'inhiber de maniere spécifique
I'expression de I'alléle muté tout en préservant I'alléle sauvage 199, Ainsi, plusieurs
méthodes visant a inhiber le transcrit muté ont été évaluées.

Des cellules issues d'un modele murin présentant une ostéogenése de type IV
ont été transfectées in vitro par des oligonucléotides antisens ciblant une mutation
ponctuelle dans le géne Colla2 associée a une perte de I'exon 16 (les antisens
ciblaient I'ARNm & la jonction entre les exons 15 et 17). Les résultats obtenus ont
montré une diminution significative et spécifique de la protéine mutée de 44 & 47%
191, Cependant, les antisens ne sont pas les molécules les plus adéquates a la
modification de cellules de mammiferes de par leur potentiel d'activation d'une
réponse IFN (voir chapitre 1.3.1). De plus, les désordres génétiques ne sont pas
toujours associés a un saut d'exon mais également & des mutations ponctuelles
compliquant ainsi le ciblage spécifique du transcrit muté.

Les ribozymes sont des enzymes capables de dégrader I' ARN grdce & leur
corps catalytique. lls sont spécifiques d'un transcrit et ce gréce d deux séguences
antfisens complémentaires de I'"ARNm ciblé 192, lIs sont efficaces pour supprimer
jusqu'a 50% d'expression des chaines mutées al et a2 in vifro et in vivo 193,
Cependant, ces molécules présentent des probléemes de stabilité et sont
relativement peu développées en thérapie (seul un essai clinique en oncologie et

deux dans le cadre d'un traitement du virus du sida, hitp://clinicaltrials.gov).
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4.6. shRNAs thérapeutiques dans l'ostéogenese imparfaite

La problématique biologique de I'ostéogenése imparfaite repose sur
I'expression au sein d'une méme cellule de chaines COLTAT mutées et sauvages,
cependant I'incorporation d'une seule chaine mutée au sein de la triple hélice de
collagéne suffit & ce que la protéine soit rendue non fonctionnelle. L'ARN
interférence apparait comme un nouvel outil pour inhiber de maniére spécifique
I'expression des transcrits mutés. Par comparaison aux oligonucléotides antisens et
aux ribozymes, les molécules d’ARNi seraient en effet plus efficaces 194 et plus
spécifiques. De par leur propriété a induire la dégradation d'un messager cible, les
siRNAs permettraient de diminuer la synthése des protéines mutées tout en
conservant celle des protéines sauvages. Cependant la difficulté de cette stratégie
repose sur le fait que les transcrits mutés COLTAT ne different que d'un ou deux
nucléotides de I'ARNmM sauvage. Ainsi les siRNAs thérapeutiques présenteraient (1)
une complémentarité de séquences parfaite avec la séquence du transcrit muté
induisant ainsi une dégradation du messager et (2) une complémentarité partielle
avec I'ARNm sauvage pouvant étre également asssociée un blocage de la
fraduction (voir paragraphe 1.2.3 sur les miRNAs). A I'heure actuelle, aucune étude
n'a démontré |'efficacité des molécules d'ARNi pour inhiber spécifiguement
I'expression des chaines mutées au profit de I'association de chaines fonctionnelles
dans des cellules et/ou modeéles animaux d'ostéogenese imparfaite. L'objectif de
mon travail de thése a donc été d'identifier des séquences de siRNAs efficaces pour
inhiber I'expression de I' ARNm muté et discriminantes vis-a-vis du franscrit sauvage
dans un modéle murin d'ostéogenése imparfaite de type IV caractérisé par la

mutation d'un des alléles codant pour la chaine al du collagéne de type .
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1.INTRODUCTION

Avant d'envisager une thérapie de I'ostéosarcome basée sur I'utilisation de
molécules d'ARN interférence, nous avons choisi de cibler I'expression d'un gene
rapporteur exprimé par les cellules d'ostésarcome elles-mémes afin de montrer la

faisabilité du ciblage d'un géne spécifique par des siRNAs.

En effet, les siRNAs sont des molécules simples & produire car elles ne
nécessitent qu'une synthése chimique par association de nucléotides contrairement
au shRNAs et miRNAs qui doivent étre tout d'abord clonés dans un plasmide
d'intérét. De plus, ces molécules sont déjd sous forme active, elles ne nécessitent pas
d'étre transcrites au niveau du noyau comme c'est le cas pour les molécules
vectorisées qui en plus de la membrane cellulaire doivent également franchir
I'enveloppe nucléaire. C'est pourquoi ces molécules ont rapidement été utilisées a
des fins thérapeutiques dans des études précliniques pour le traitement de maladies
infectieuses en ciblant le transcrit viral lui-méme ou dans des pathologies nécessitant
une administration locale de siRNA dans la cavité oculaire ou le cerveau. Ces
molécules de siRNA sont également activement testées dans des études précliniques
en oncologie. En effet, un nombre croissant d’'équipes de recherche proposent
d'utiliser ces outils d'inhibition post-tfranscriptionnelle pour inhiber spécifiquement

I'expression d'une protéine impliquée dans la cancérogenése.

Cependant, toutes les études menées en oncologie ont montré que
I'efficacité d'une stratégie basée sur I'utilisation de siRNAs thérapeutiques repose sur
la mise au point de plusieurs parameétres, a savoir I'adressage de ces molécules sur le
site tumoral, le passage efficace de la membrane plasmique et une quantité de
siRNAs infracytoplasmiques suffisante pour entrainer une inhibition significative et
spécifique de |'expression de I' ARNm cible. Dans ce but, nous avons choisi de cibler
dans un premier temps I'expression d'un géne rapporteur exprimé par les cellules
tumorales : la luciférase firefly pour tester la faisabilité d'un ciblage spécifique par
des siRNAs au sein du microenvironnement tumoral. L'activité de la luciférase firefly
est détectable et quantifiable chez I'animal vigile par des techniques d'imagerie
optique par bioluminescence in vivo (BLI). Ainsi, I'effet spécifique des siRNAs, c'est-a-
dire I'inhibition de la production de la luciférase peut étre quantifiée. De plus, en

ciblant I'expression d’'un géne rapporteur, n'ayant aucun effet thérapeutique,
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I'injection de siRNAs ne doit pas interférer avec la progression tumorale témoignant

d'effets non spécifiques.

1.1.  Les modéles animaux d'ostéosarcome

Plusieurs modéles animaux d'ostéosarcome ont été développés et décrits
dans la littérature. lIs peuvent étfre induits par différents stimuli : irradiations chez le rat,
injection de cellules d'ostésarcome infectées par le virus M-MSV (Moloney murine
sarcoma virus) ou par injection du virus lui-méme, injection de cellules issues de
lignées cellulaires d'ostéosarcome humaines ou murines par voie systémique ou
locale et tfransplantation de fragments tumoraux au contact d’un os long fel que le
fibia. Ces tfechniques permettent d'induire la formation d'une tumeur
d'ostéosarcome, au contact du squelette de I'animal, qui doit reproduire le plus
fidélement possible les signes cliniques et la cinétique de développement observés
chez les patients. La seconde propriété indispensable au choix d'un modéle animal

est la reproductibilité.

Les technigues d'irradiations ou d'injection de cellules infectées sont
contfraignantes et dangereuses pour ['utilisateur. C'est pourquoi les modéles
développés au sein du laboratoire de Physiopathologie de la résorption osseuse sont
des modeles induits par injection de cellules ou transplantation de fragments

fumoraux.

e [njection de cellules issues de lignée d’'ostéosarcome

Les injections de cellules d'ostéosarcome sont réalisées en site infra-osseux
dans le fémur ou le tibia 195196 ou par voie sous-cutanée A proximité du fémur ou de
I'omoplate 197. Cependant, cette derniére possibilité ne reproduit pas le phénomene
d'envahissement médullaire de |'ostéosarcome retrouvé chez les patients. Un
modele pertinent d'injection intra-tibiale de cellules d'ostéosarcome humaines chez
la souris immunodéficiente (souris nude) permet le développement d'une tumeur G
caractere mixte c'est-a-dire induisant d la fois des Iésions ostéolytiques et la formation

d’'os ectopique ainsi qu’'une dissémination spontanée en site pulmonaire 196,
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Controle OSRGA

Figure 29: Caractéristiqgues du modéle d'ostéosarcome OSRGA induit par
transplantation chez le rat Sprague-Dawley. L'analyse osseuse des tibias portant la
tumeur par clichés radiographiques (A, d'aprés Brounais et al 19%) ou par
microscanner (B, d'aprés Lamoureux et al 122) montrent une ostéocondensation par
rapport & un os contréle non transplanté. Cet os ectopique (EB) est retrouvé sur les
coupes histologiques (C) dans la continuité de la corticale du tibia (CB) adjacent a
la fumeur (T) (coloratfion HES, x40, BM : moelle osseuse), issues de la publication de
Brounais et al, 1%8. La dissémination métastatigue importante de ce modéle est mise
en évidence a I'autopsie de I'animal (D).

Controle POS-1

\ Ay

Figure 30: Caracteristiques du modele d'ostéosarcome POS-1 induit par
transplantation chez la souris C3H/HeN. L'analyse osseuse des ftibias portant la
tumeur par clichés radiographiques (A) ou par microscanner (B) montrent des Iésions
ostéolytiques 122 par rapport d un os confrble non fransplanté. Au niveau
histologique, le tissu tumoral ne présente aucune formation de plaque d'ostéoide
mais un fort indice mitotique (C) (coloration au Trichrome de Masson, x40). La
présence de métastases pulmonaires est observable d I'autopsie des animaux (D).
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La voie d'injection systémique, le plus souvent par la veine de la queue 199,
est également utilisée afin de tester le potentiel métastatique de ces cellules. Un
modele d'étude des nodules tumoraux en site pulmonaire a également été
développé par injection intra-veineuse de cellules d'ostéosarcome de souris au
niveau du sinus rétro-orbital, conduisant au développement de nodules pulmonaires

dans 80% des cas 135,

e |nduction d'un ostéosarcome par fransplantation de fragments fumoraux

La transplantation d'un fragment tumoral permet le développement d'un
ostéosarcome localisé au niveau du site d'implantation. Deux modeéles syngéniques
utilisés en routine au laboratoire de Physiopathologie de la résorption osseuse sont
ainsi obtenus chez le rat Sprague-Dawley et chez la souris C3H/HeN.

Le modele d'ostéoarcome de rat OSRGA a été initialement radio-induit 200,
La transplantation d'un fragment tumoral au contact du tibia aprés avivement du
périoste permet le développement d'un ostéosarcome chez 70% des individus. La
tumeur est mesurable 7 & 10 jours aprés I'implantation 122, L'os adjacent & la tumeur
est rapidement envanhi, lysé et remodelé avec la présence d'un «feu d'herbe »
caractéristique d'une formation d'os ectopique. Au niveau histologique, la tumeur
est composée d'un ftissu fortement calcifié présentant d'importantes plages de
nécrose autour desquelles des zones de prolifération sont retrouvées. Enfin de
nombreuses métastases pulmonaires sont observées a I'autopsie des animaux 201,
L'ensemble des ces données sont présentées dans la figure 29 ci-contre. Pour les
besoins de I'étude, et notamment afin de diminuer les quantités de siRNAs injectés,
ce modele OSRGA a été transposé chez la souris nude immunodéficiente. Ce
modeéle xénogénique reproduit I'ensemble des caractéristiques du modele de rat
(voir publication & suivre, Rousseau et al, 2010).

Le second modéle est un modele d'ostéosarcome spontané POS-1
initialement observé chez la souris C3H/HeN ayant généré une lignée cellulaire
portant le méme nom 202, L'injection des cellules POS-1 par voie sous cutanée au
niveau du coussinet plantaire chez des souris syngéniques consanguines permet le
développement d'une tumeur transplantable (voir publication & suivre, Rousseau et
al 2010). La fransplantation d'un fragment tumoral au contact du tibia apres
avivement du périoste conduit a la formation d'un ostéosarcome ostéolytique
détectable en 6 jours. Les analyses histologiques montrent une masse tumorale tres

proliférative, peu nécrotique et non calcifiée (Figure 30 ci-contre).
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Tous ces modeles présentent des avantages et des inconvénients qui
doivent étre pris en compte pour |'établissement des protocoles pré-cliniques.
L'ensemble de ces modéles, de par leurs différentes caractéristiques en terme de
morphologie macro et microscopique, de remodelage osseux et d’expression de
marqueurs biochimiques permet de reproduire I'ensemble des tableaux cliniques
observés chez les patients atteints d’ostéosarcome. Ainsi les modeles syngénique de
souris POS-1 et xénogénique OSRGA ont été utilisés pour la mise au point du

protocole d'injection des siRNAs.

1.2. Passage de la membrane cellulaire

Bien que le transfert d'acides nucléigues nus a montré quelques résultats
intéressants, |'efficacité de fransfection in vivo de siRNAs injectés localement ou par
voie systémique dans des modeéles de fumeurs requiert des quantités élevées de
siRNAs. En effet, ils passent difficilement la membrane cellulaire 203 et seules quelques
molécules arrivent & la passer spontanément par endocytose assurée par les
cavéolines 204 ce qui limite ce mode d'injection méme pour des applications locales.
Ces molécules doivent encore étre capables de s'échapper des endosomes pour

rejoindre le cytoplasme 205 (Figure 31).
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Figure 31 : Administration de siRNAs in vivo et principaux obstacles physiologiques.

Quelque soit la voie d'injection utilisée, le principal obstacle & franchir reste le

passage de la membrane cellulaire. Dans le cas d'une injection systémique, d'autres

parametres sont également & prendre en compte & savoir (i) leur faible stabilité dans
le sérum et leur dégradation par les nucléases ou par le systeme rénal, (i) le faible
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Tableau 4 : Liste des principaux vecteurs synthétiques et/ou chimiques utilisés pour le
transfert de molécules d’ARNi dans des études précliniques. La majorité des essais

précliniques développés utilisent les liposomes pour apporter des siRNAs ou autres
molécules d'ARNi, ces essais ciblant différents transcrits dans plusieurs modéles

Oh et Park, 20,

By

apres

animaux de pathologies infectieuses ou de cancer. D’
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taux de passage a travers les membranes endothéliales des capillaires et (ii) la
diffusion & travers la matrice extracellulaire. Les quelgques molécules ayant atteint les
cellules cibles doivent encore (iv) passer la membrane cellulaire par endocytose, (v)
échapper & la dégradation lysosomale et (vi) inactiver de maniére efficace le
transcrit ciblé. D'apres Kim et al, 207,

De plus, leur stabilité joue également un réle important dans leur efficacité car
I'action des siRNAs n’est possible que s'ils sont intacts et actifs. Dans le sérum, les
siRNAs nus ont une demi-vie trés courte (quelques minutes) due (1) a la présence de
nucléases et de monocytes macrophages €liminant le matériel injecté et (2) a leur
excrétion rapide par les reins et leur élimination par le systéme réticuloendothélial 208,
Enfin, la matrice extracellulaire peut également représenter un obstacle car riche en
polysaccharides et protéines fibreuses qui peuvent géner la diffusion des siRNAs

jusqu’a la cellule (Figure 31) 209,

C'est pourquoi les équipes de recherche développent des vecteurs pour le
transfert de gene afin d’améliorer (1) la stabilité durant le tfransport par protection du
matériel génétique et (2) I'efficacité de transfection des cellules in vivo via
I'endocytose et le relargage dans le cytosol. Ainsi les méthodes de fransfert des
siRNAs les plus développées a I'heure actuelle visent a utiliser des vecteurs chimiques
ou synthétiques bioabsorbables ou biodégradables tels que les liposomes
cationiques, les polymeéres et les nanoparticules (Tableau 4 ci-contre). Dans la
stratégie qui nous intéresse, ils ont I'avantage d’'étre peu immunogénes permettant
ainsi des injections répétées pour maintenir une inhibition de I'expression de I'ARNm

cible.

Les liposomes cationiques sont actuellement les vecteurs les plus étudiés et
testés dans des essais cliniques chez I'Homme (448 études répertoriées

http://clinicaltrials;gov) 210, lIs représentent une classe de particules attractives par le

simple fait qu'ils peuvent former des complexes avec les acides nucléiques chargés
négativement, par leur efficacité de transfection, par leurs propriétés
pharmacocinétiques et par leur faible toxicité et/ou immunogénicité.

Les lipides cationiques sont des molécules monomériques amphiphiles
comportant 3 parties : une téte polaire chargée positivement (permettant la licison &
I'ADN), une ou plusieurs chaines hydrophobes et un domaine de ligison séparant les
deux éléments (appelé espaceur). De cette maniére, les liposomes se présentent
comme des vésicules formées d'une bicouche lipidique séparant un milieu

infravésiculaire aqueux du milieu extérieur comme le ferait une membrane
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plasmidique. Le principe de formation des complexes liposomes cationiques + acides
nucléiques (lipoplexes) repose sur une condensation des acides nucléiques chargés
négativement sur les groupements phosphates, avec une molécule chargée
positivement pour former de nouvelles particules. Les lipides entrant le plus souvent
dans la composition des liposomes cationiques comprennent le DOGS
(dioctadécylamidoglycyl-spermine ou transfectam), le DOTMA (bromure de
dioléoyloxy-propyl-triméthylammonium) un ammonium quaternaire amphiphile, le
DOTAP (dioléoyloxy-3-(triméthylammonio)propane) 2. Des co-lipides tels que la
DOPE (dioléoylphosphatidyléthanolamine) phospholipide neutre, le cholestérol et ses
dérivés permettent de stabiliser les lipoplexes formés et d'atteindre de meilleurs taux
de transfection in vivo 212, Aprés injection, le lipoplexe est endocyté au niveau de la
membrane cellulaire et ce gréce a I'interaction des charges positives en surface des
lipoplexes avec les protéoglycanes négativement chargés de la membrane
cellulaire. Cette accumulation de composés cationiques dans les endosomes
protége les acides nucléiques de la dégradation par les enzymes lysosomales,
déstabilise I'endosome permettant la libération du matériel contenu dans le
cytoplasme cellulaire ou il pourra agir (Figure 32) 213, L'efficacité du transfert dépend
de plusieurs parametres dont le type de lipide utilisé, la condensation correcte de
l'acide nucléique dans les lipoplexes, le rapport de charge lipide cationique /
matériel génétique chargé négativement et le type cellulaire 214, Certaines cellules

comme les fibroblastes humains se révélent particulierement difficiles a transfecter.
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Figure 32 : Endocytose non conventionnelle de liposome en thérapie génique. Des
lipides cationiques formant des liposomes sont complexés avec de I'ADN pour former
des lipoplexes. La structure fusionne avec la membrane cellulaire, parfois apres
interaction avec des protéoglycanes de surface. Les complexes sont alors internalisés
par endocytose, formant une vésicule micellaire d double couche inversée. Durant

89



RESULTATS
1. Mise au point du protocole d’administration de siRNAs dans 1’ostéosarcome

la maturation de I'endosome en un lysosome, la paroi de I'endosome peut se
rompre, reléchant I'ADN dans le cytoplasme et potentiellement vers le noyau. L'ADN
importé dans le noyau peut alors exprimer le transgene. Sinon I'ADN est dégradé
dans le lysosome. Issu du Parker et al, 218,

Dans le tissu osseux et plus particulierement dans un modéle murin de
polyarthrite rhumatoide, de tels lipoplexes ont été utilisés de maniere a inhiber
I'expression de cytokines pro-inflammatoires. Des siRNAs ciblant I'expression du TNF«
ont été administrés in vivo aprés complexion sous forme de lipoplexes avec le
liposome RPR209120 2-{3-[Bis-(3-amino-propyl)-amino]-propylamino}-N-ditetradecyl
carbamoyl methyl-acetamide / DOPE. La transfection des lipoplexes a été optimisée
par gjout d'un plasmide cargo non codant : le pSL301. En effet, I'ajout d'un cargo
permet de diminuer les doses de siRNAs et augmente la stabilité ainsi que I'efficacité
des lipoplexes (Figure 33) 216217, Ces injections ont eu pour conségquence une
diminution de I'incidence et de la gravité de la polyarthrite rhumatoide 43. Enfin, dans
un modele d'ostéosarcome induit chez le rat, les liposomes permettent un transfert

de géne efficace 218,
RPR 209120 Cationic lipid
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Figure 33 : Le liposome cationique RPR209120/DOPE. Il est chimiquement composée
d'un lipide cationique (le RPR209120) associé a un co-lipide neutre (la DOPE) de
maniére a former une sphére entourée d'une bicouche lipidique. Cette bicouche
peut renfermer des composés hydrosolubles tels que les acides nucléiques donnant
ainsi des composés appelés lipoplexes. La pré-association des molécules de type
siRNA & un plasmide cargo (le pSL301) permet d’augmenter la stabilité et I'efficacité
de trabsfection de ces lipoplexes. Adapté de Khoury et al. et Rhinn et al, 43217,
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1.3. La voie d'administration

Le concept méme de la thérapie génique repose sur I'entrée dans la cellule
cible d'acides nucléiques exogenes quelque soit leur mode d’'administration (in vivo,
ex vivo, ou in situ). Les siRNAs ont un effet fransitoire et ne peuvent donc pas servir
modifier stablement des cellules ex vivo en vue d'une autogreffe de cellules
corrigées. Cependant, les injections répétées de siRNAs permettent de maintenir une
répression du transcrit ciblé le temps d'un traitement fransitoire. Ces traitements
fransitoires sont adaptés au fraitement des cancers puisque les cures de
chimiothérapie mises en place pour la prise en charge des patients atteints
d'ostéosarcome par exemple sont ellessmémes intermittentes et cessent a la

rémission compléte du patient.

Les modeles murins d’'ostéosarcome sont obtenus apres transplantation en
position para-tibiale d'un fragment tumoral, le développement de la tumeur
s'effectue dans un premier temps dans le muscle au contact de I'os puis la tumeur
devient cliniguement décelable par la présence d'une tuméfaction au niveau du
membre inférieur. Les injections par voie systémique recquierent de lourdes
investigations pour I'optimisation de la stabilité des vecteurs dans le sérum et de leur
adressage jusqu'au tissu cible. Le but de cette étude étant de déterminer dans un
premier temps si I'on peut diminuer spécifiquement I'expression d'un géne cible dans
le microenvironnement tumoral de I'ostéosarcome, nous avons tout d'abord choisi
d'administrer les siRNAs directement au sein du tissu tumoral afin d'optimiser la
guestion du ciblage d'un transcrit dans ces cellules. Ainsi les résultats négatifs ne
seront pas liés a un probléme d'adressage des molécules par voie sanguine mais d
une mavuvaise fransfection in vivo par les lipoplexes ou une inefficacité des molécules

de siRNA elles-mémes.

Cette voie d'administration locale a notamment été utilisée dans les
premiéres investigations menées sur les effets thérapeutiques des siRNAs en visant
I'expression de transcrits issus de virus respiratoires 219 ou du VEGF impliqué dans
I'AMD (maladie de dégénérescence oculaire) 8. Les siRNAs étaient alors injectés
directement par les voies respiratoires et la cavité oculaire respectivement.
Désormais les applications thérapeutiques des siRNAs se sont élargies G des
pathologies métaboliques, inflammatoires ou encore des cancers (Tableau 5 ci-

contre).
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En ce qui concerne le tissu osseux, plusieurs études ont également montré la
faisabilité d'une injection locale de siRNAs dans un but thérapeutique. En effet, des
injections intra-articulaires de siRNAs ciblant I'expression de NFkB dans un modele
d'arthrite induite chez le rat permet de réduire la destruction des articulations 221222,
Dans ce méme modele induit chez la souris, Schiffelers et al ont montré une
amélioration du tableau clinique apres électroporation de siRNAs ciblant le TNFa
directement dans le fissu articulaire 223, Enfin, la voie d'injection locale de siRNAs s'est
avérée efficace pour prévenir le développement du cancer de la vessie chez la
souris apres injection intravesiculaire de siRNAs complexés avec des liposomes 224, De
plus, pour des organes / fissus ou tumeurs facilement accessibles, cette voie
d’'administration a été largement utilisée et s'est montrée efficace. Ainsi, des
injections intra-tumorales dans un modeéle de cancer de la prostate de siRNAs
permettent de diminuer spécifiqguement et significativement le transcrit codant le
VEGF 225,

1.4. Les effets non spécifiques des siRNAs

Décrits pour la premiére fois par Jackson et al en 2003, les effets non
spécifiques des siRNAs étaient associés a une inhibition post-transcriptionnelle de
I'expression de génes dont la séquence ressemblait & celle du franscrit ciblé. En
effet, le principe méme de I' ARNi endogene assurée par les miRNAs repose sur une
complémentarité de séquence pouvant étre partielle entre la molécule d'ARNi et
I'’ARNm ciblé (voir paragraphe 1.2.3 de l'infroduction bibliographique). Autrement
dit, ces effets apparaissent lors d'un appariement partiel entre le siRNA synthétique a
visée thérapeutique et un franscrit partageant une homologie de ségquence avec
I'’ARNm ciblé 22¢, L'utilisation du logiciel BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov.gate2.inist.fr/Blast.cqi) permet dans un premier de

temps de comparer la séquence ciblée par le siRNA a I'ensemble des transcrits
endogenes répertoriés dans une base de données (NCBI) et de donner leur
pourcentage d'identité. Au vue de ces analyses plusieurs séquences de siRNA sont
choisies car représentant peu de risque de générer des effets non spécifiques et
testées in vitro afin de sélectionner la molécule de siRNA permettant d'inhiber

spécifiguement I'ARNm cible avec la meilleure efficacité.
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L'infroduction d'acides nucléiques par tfransfection in vivo de siRNAs peut
également induire un arrét total de la traduction non spécifique du transcrit ciblé. En
effet, la cellule peut « percevoir» cette entrée d’'acide ribonucléiqgue comme une
attaque virale et répondre par une réponse immunitaire assurée par les interférons
(IFNs). Cette réponse est mise en place via MDA-5 (melanoma differenciation
associated gene 5) dans les cellules non immunes 25 et via la voie des Toll Like
Receptor (TLR) 3, 7 et 8 dans les cellules du systéme immunitaire 26, La résultante
finale de cette activation des IFNs est la mort cellulaire des cellules transfectées. En
ciblant I'expression d'un gene rapporteur n'ayant aucune activité biologique sur le
développement de la tumeur, ces effets non spécifiques induisant la mort cellulaire
sont mesurables par le suivi de la progression tumorale. En effet, une telle toxicité des
siRNAs dans les cellules d'ostéosarcome sera associée a un ralentissement de la

croissance tumorale.

L'ensemble de ces effets non spécifiques semblent étre dépendants de la
concentration des siRNAs injectés. Plus la concentration est élevée plus I'efficacité
du siRNA sera forte mais au détriment de sa spécificité 227. C'est pourquoi nous avons
tout d'abord déterminé la quantité de siRNAs injectés dans le tissu tumoral et la
fréquence des injections qui n'auront aucun effet sur la progression de

|'ostéosarcome.

1.5. Choix d'investigations

Dans nos modeles d'ostéosarcome, nous avons donc choisi d'injecter les
sSiRNAs complexés avec le liposome RPR209120/DOPE directement dans la tumeur de
maniere a opfimiser la quantité de siRNAs sur le site fumoral. Cependant, I'ensemble
des paramétres décrits ci-dessus montre que le développement d'un protocole
efficace d'administration de siRNAs G visée thérapeutique est nécessaire avant

d’envisager ' utilisation de telles molécules en thérapie dans le modele animal.

Ainsi, nous avons dans un premier temps déterminé le ratio acides nucléiques
/ liposomes cationiques le plus efficace pour transfecter des siRNAs 214 dans les
cellules d'ostéosarcome POS-1 ainsi que la quantité de siRNAs injectés et la

fréquence des injections permettant d’inhiber de maniere spécifique I'expression
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Tableau 6 : Exemples d'utilisation des techniques d'imagerie pour la mise au point de

protocoles basés sur I'injection de molécules d'ARNi. Les méthodes d'imagerie non

invasives permettent de détecter de facon atraumatique pour I'animal des signaux

issus de composés fluorescents, radioactifs ou de cellules cibles par expression d'un

N

géne rappor

I'administration de
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teur. Dans la mise au point de protocole bas

rteur tel
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siRNAs la technique la plus utilis
I'EGFP ou la luciférase

Bogdanov 232,

\

apres

bioluminescence in vivo (BLI). D’
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d’un transcrit dans le microenvironnement fumoral. Une séquence de siRNA contréle
(CT-siRNA) ne possédant aucun franscrit complémentaire dans les cellules de souris

et de rat a servi de témoin négatif.

Un moyen simple et rapide de déterminer les paramétres de transfection de
ces lignées cellulaires et des protocoles d'injection de siRNAs in vivo est de cibler
I'expression d'un gene rapporteur. Les méthodes d'imagerie optique mesurant la
bioluminescence et la fluorescence apportent désormais de nouvelles perspectives
dans le suivi de I'évolution du processus tumoral chez le petit animal. Ce sont des
méthodes non invasives, donc non fraumatiques et indolores, de haute sensibilité et
non dangereuses pour |'expérimentateur comparativement aux méthodes
d'imagerie nucléaire utilisant la radioactivité. Par des acquisitions sur des temps
relativement courts, elles permettent de visualiser des émissions de photons associées
a la présence de cellules exprimant la luciférase (bioluminescence) ou la GFP (green
fluorescent protein, fluorescence). Outre leur simplicité de mise en ceuvre (la
détection se fait généralement par une simple caméra CCD refroidie) et leur coUt
modéré par rapport aux techniques de radiomarquages (PET et SPECT), ces
techniques présentent également I'avantage d'une résolution temporelle élevée
bien adaptée a I'étude des phénomeéenes cinétiques rapides.

Cependant, la fluorescence émise par la GFP aprés excitation est
malheureusement confondue avec la forte auto fluorescence de I'animal. De plus,
les signaux ne diffusent que sur une trés faible distance ce qui entraine une perte de
signal au fur et a mesure du passage des différents tissus 228, Les techniques
d'imagerie optique par bioluminescence ayant une meileure résolution sont
majoritairement développées et utilisées ; I'activité enzymatique de la luciférase est
quantifiable in vitro et in vivo apres ajout de son substrat (la D-Luciférine) 229, Elles
permettent de caractériser au cours du temps le développement ou la régression du
cancer, la présence de métastases, I'effet d'agents pharmaceutiques 230, Ces
techniques permettent également le suivi de I'expression génique 23! pour le
développement de nouveaux protocoles de thérapie génique pour la validation de
méthodes de fransfert de géne ou encore de protocole utilisant les molécules d’ ARNi
en ciblant I'expression de la luciférase elle-méme (Tableau 6 ci-contre) 219.233, Dans
un modéele murin de métastases osseuses secondaires au cancer de la prostate
exprimant la luciférase, l'imagerie par bioluminescence a permis de valider
I'efficacité d'un vecteur de transfert de siRNA. Le protocole ainsi développé a

ensuite pu étre appliqué ad une séguence de siRNA 4 visée thérapeutique
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permettant de réduire la formation des métastases au sein du tissu osseux 234,

Dans ce but, nous avons modifié des lignées d'ostéosarcome pour une
expression stable et constitutive de la luciférase firefly. Ces cellules nous ont ainsi
permis dans un premier temps de sélectionner une séquence de siRNA ciblant
efficacement le transcrit de la luciférase et de déterminer le rapport de charge
acides nucléiques / liposome cationique nécessaire 4 la tfransfection des cellules
d'ostéosarcome : ratio 1:6 respectivement. Dans un second temps, le
développement de modéle d'ostéosarcome exprimant la luciférase a permis
d'optimiser un protocole d'administration de siRNAs efficace pour diminuer la BLI par
ciblage de I'expression de la luciférase et spécifique car n'interférant pas avec la

progression tumorale.
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2.ARTICLE 1

Avantages de I'imagerie par bioluminescence pour évaluer
I'efficacité de traitement par des siRNAs ou par des agents
de chimiothérapie dans des modeéles murins d’ostéosarcome
Julie Rousseau, Virginie Escriou, Pierre Perrot, Gaélle Picarda, Céline Charrier, Daniel
Scherman, Dominique Heymann, Frangoise Rédini et Valérie Trichet
Cancer Gene Ther. 2010 Jun;17(6):387-97. Epub 2010 Jan 15.

Principaux résultats obtenus :

Les cellules d’ostéosarcome de souris POS-1 et de rat OSRGA ont été
modifiées par technologie lentivirale pour exprimer stablement la luciférase dont
I'activité est détectable et quantifiable par imagerie en bioluminescence in vivo
(BLI). L'analyse de ces deux modeles ainsi développés (LucF-POS-1 et LucF-OSRGA) a
montré l'intérét de la BLI comme technique efficace et reproductible pour des
détections plus précoces et sensibles des tumeurs de type ostéosarcome. La BLI
présente notamment un avantage par rapport a la mesure des volumes tumoraux
pour détecter des phénomeénes de nécrose caractéristiques d'un développement
tumoral (notamment dans le modele LucF-OSRGA) ou induits par un fraitement de
chimiothérapie par exemple (ifosfamide). De plus, le modéle LucF-POS-1, qui montre
une corrélation entre I'évolution de la BLI et la croissance tumorale, a par la suite été
utilisé pour déterminer la quantité de siRNAs anti luciférase (n'ayant pas d'activité
anti-tumorale propre) n’enfrainant pas d'effets sur le développement de
I'osteosarcome. Pour améliorer la stabilité et la fransfection des cellules in vivo, les
siRNAs ont été complexés avec un liposome cationique (RPR209120/DOPE, Dr.
Escriou, Paris). Plusieurs études ont montré que l'injection de 5 & 10ug de siRNA
complexé par voie intra-tumorale était associée a un ralentissement de la croissance
tumorale. Seul le traitement des animaux avec 2,5ug de siRNA n'a pas interféré avec
le comportement tumoral (cinétique de développement, caractéristiques cliniques)

tout en étant associé a une inhibition d’au moins 50% de I'activité luciférase.

NB : A suivre, la publication complete et en annexe 2 les figures 2, 3 et 4 agrandies et
en couleur
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chemotherapeutic treatments in osteosarcoma preclinical models

J Rousseau'?, V Escriou’, P Perrot'**, G Picarda'?, C Charrier'?, D Scherman?,
D Heymann'?, F Rédini"* and V Trichet'?

'YINSERM, U957, Nantes, France; *Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et T) heraple des
Tumeurs Osseuses Primitives, Université de Nantes, Nantes Atlantique Universités, Nantes, France, 3SINSERM,
U 640, CNRS, UMR8]5] Université Paris Descartes, and Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris,

Paris, France and *CHU de Nantes, Hotel-Dieu, Service de Chirurgie Plastique et des Briilés, Nantes, France

Osteosarcoma is the most common malignant primary bone tumor for which pertinent preclinical models are still needed to
develop new therapeutic strategies. As osteosarcoma growth is strongly supported by bone resorption, previous studies have
inhibited the cytokine receptor activator of nuclear factor-xB ligand using antibodies or recombinant proteins. However, its
expression has not yet been inhibited using genetic approaches using small interfering RNA. To optimize the delivery of small
interfering RNA to its cellular target and demonstrate their efficiency in vivo, two new osteosarcoma models expressing the firefly
luciferase enzyme were developed. These luciferase-expressing osteosarcomas showed conserved osteolytic and osteogenic
activities in mice and were detectable by in vivo bioluminescence imaging. In comparison with measurement of tumor volume,
bioluminescence analysis enabled earlier tumor detection and revealed extensive cell death in response to ifosfamide treatment.
Finally, by targeting the luciferase expression into osteosarcoma, we established a protocol for in vivo administration of small

interfering RNA combined with cationic liposome.
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Introduction

Osteosarcoma, defined as a rare malignant disease, is the
most common primary bone tumor in both children and
young adults, with a median age of 18 years at diagnosis.’
Its development is characterized by the formation of
immature bone or osteoid tissue by tumor cells, and is
frequently associated with para-tumoral osteolysis caus-
ing painful bone fragility, frequently resulting in bone
fractures. After initial diagnosis made by anatomo-
pathology on open biopsy, treatment consists of tumor
resection by surgery combined with pre- and post-
operative chemotherapy (high-dose methotrexate, cispla-
tin and doxorubicin with ifosfamide in the post-operative
phase). Over past several decades, the survival rate has
improved, currently reaching approximately 70% at
5 years, but only 25% when lung metastases are detected
at diagnosis.2 Moreover, osteosarcoma patients who
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poorly respond to chemotherapy have a high risk of
relapse.’ Therefore a need for new therapeutic options
still exists.*

The development of primary bone tumors and bone
metastases within the bone microenvironment is associated
with a vicious cycle between tumor proliferation and bone
resorption.’ This osteolysis is largely due to the activation
and differentiation of osteoclasts through the interaction of
the cytokine receptor activator of nuclear factor-xB ligand
(RANKL or tumor necrosis factor superfamilly member
11) with its receptor RANK. Several studies have demon-
strated in various bone metastases models that blockade of
RANKL using soluble decoy receptors resulted in an
inhibition of osteolysis and slowdown of tumor progression
(by soluble RANK®® or by the decoy receptor osteopro-
tegerin’ '%). The reduction in tumor incidence and growth
by RANKL inhibition has also been demonstrated in
osteosarcoma models.'*'* As blocking RANKL was
proven to be effective in several in vivo models, a fully
humanized monoclonal antibody directed against RANKL
(Denosumab) has been developed for clinical use, and is
currently being evaluated in several clinical trials for the
treatment of patients with lytic bone lesions secondary to
multiple myeloma, prostate or breast cancer.'”

Currently, RNA interference (RNAi) is being explored
as a potential treatment for cancer.'®!” So far, only few
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preclinical studies have tested the affect of injection of
RNAI molecules on bone tumor models. Moreover, these
studies have predominantly decreased the expression of
genes associated with cell cycle.'"®?' In osteosarcomas,
one way to evaluate the therapeutic potential of small
interfering RNA (siRNA) would be to target expression
of RANKL in comparison with its blockage by antibody.
However, the main challenge for the successful use of
siRNA in vivo is to achieve an efficient delivery of
these molecules to the target tissue without off-target
effects.®> >* This is the purpose of this study. Osteosarcoma
models that have been established in our laboratory,'>*
were modified to stably express the firefly luciferase using
lentiviral gene transfer, then the luciferase expression was
targeted with siRNA combined with the cationic liposome
RPR209120 2-{3-[Bis-(3-amino-propyl)-amino]-propylami-
no}-N-ditetradecyl carbamoyl methyl-acetamide and
DOPE (dioleyl phosphatidyl ethanolamine; Avanti Polar
Lipids)**?” to determine the optimal delivery method for
siRNA in osteosarcoma models.

Materials and methods

Osteosarcoma cell culture

Cells (OSRGA) derived from a rat transplantable
osteosarcoma model originally induced by radiation®®
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium
(Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Hyclone Perbio, Bezons, France). The
POS-1 cells, originally isolated from a spontaneous
osteosarcoma developed in a C3H/HeN mouse, were a
kind gift from Dr A Kamijo.”” They were cultured in
RPMI (Lonza) with 10% fetal bovine serum.

Firefly luciferase gene cloning into lentiviral vector
The pGL3-CT plasmid (Promega, Charbonnieres,
France) that contains the complementary DNA encoding
firefly luciferase (LucF) was modified by oligonucleotide
insertion to replace the HindIIl and Xbal sites by BamHI
and Mlul restriction sites, respectively. Oligonucleotides
5-AGCTACGTGGATCCAGATCTCAGT-3 and 5-AG
CTACTGAGATCTGGATCCACGT-3' containing a
BamHI site and the oligonucleotides 5-CTAGTACT
GTCGACACGCGTTAGA-3 and 5-CTAGTCTAACG
CGTGTCGACAGTA-3 containing a Mlul site were
annealed and cloned into the pGL3-CT plasmid. The
modified pGL3-CT plasmid was used to excise the LucF
gene using BamHI and M/ul enzymes. The excised LucF
gene was cloned into the pLNT/Sffv-MCS plasmid>°
between the BamHI and M/ul sites. The resulting plasmid
was designated pLNT-LucF and used to produce
lentiviral particles.

Lentiviral production and osteosarcoma cell
transduction

Lentivirus was produced using the ViraPower Lentiviral
Expression System according to the manufacturer’s
guidelines (Invitrogen Life Technologies, Cergy-pontoise,
France). Briefly, 6 x 10° HEK293FT cells (human embryonic
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kidney cells optimized for viral production) were seeded
and transfected 24h later with 3ug of the optimized
packaging mix, 9pg of pLNT-LucF and 0.9pg of
pFG12*' that encodes the enhanced green fluorescent
protein (EGFP). Virus-containing supernatants were
collected 48 h post-transfection and concentrated 60-fold
by ultrafiltration. For titration, serial dilutions of virus-
containing supernatants were tested on HEK293FT
cells that were analyzed for EGFP expression 4 days
post-infection by flow cytometry (FACSCalibur Flow
cytometer, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).
Two million EGFP-viral units per ml were typically
obtained.

To generate stably modified osteosarcoma cells, 10°
POS-1 or OSRGA cells were seeded in wells of a 96-well
plate in 100 pl medium and infected with 10 or 50 EGFP-
viral units per cell. After 2 weeks, EGFP expression level
was quantified by flow cytometry. In addition, luciferase
activity was measured for varying numbers of cells in a
96-well optical bottom plate (NUNC, Dominique
Dutscher, Issy les Moulineaux, France) with 50 pl of lysis
substrate buffer from the ‘Steady-Glo Luciferase Assay
System’ (Promega) in each well. Light measurements were
carried out in duplicate by spectrophotometry (VICTOR
plate reader, Perkin Elmer, Woodbridge, ON, Canada)
for 10s and results were corrected for background
luminescence from parental cells.

RNA isolation and real-time PCR

Total RNA was extracted from LucF-POS-1 and parental
POS-1 cells using TRIzol reagent (Invitrogen). First
strand complementary DNA was synthesized at 37°C
for 1 h from 5 pg of total RNA in a 50 pl mix containing
RT buffer, 0.5 pg of random primers, 0.5 mM dNTP mix,
20U RNaseOUT and 400 U murine moloney leukemia
virus-reverse transcriptase (all from Invitrogen). The real-
time PCR contained 10 ng reverse-transcribed total RNA,
300 nM forward and reverse primers and Sul 2 x SYBR
green buffer (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) in a
final volume of 10ul. Polymerase chain reactions were
carried out in triplicate from several RNA extractions, in
96-well plates using the Chromo4 System (Bio-Rad).
Oligonucleotides 5-CCACAAGGACAGAGTCAGAT
TACA-3 and 5-TGGCTCAGATAGGAGGGGTA-3
were used to amplify mouse core-binding factor alphal
(Cbfa-1). Mus musculus hypoxanthine guanine phosphor-
ibosyl transferase 1 (Hprt 1, 5-TCCTCCTCAGACCG
CTTTT-3' and 5-CCTGGTTCATCATCGCTAATC-3')
and cyclophylin B (cycloB, 5-ACAGGAGGAAAGAG
CATCTA-3 and 5-TCTTGACTGTAGTTATGAAGA
ACT-3') were used as invariant controls. Analyses were
performed using the Vandesompele method.*?

Alkaline phosphatase activity

Total protein was extracted from LucF-OSRGA and
OSRGA cells using lysis buffer (NaCl 150 mM, Tris
50 mM, Nonidet P-40 1%, sodium deoxycholate 0.25%,
NaF 1mM, leupeptine 10mg/ml, aprotinin 10 mg/ml,
phenymethylsulfonylfluoride 0.5mM and glycerol 10%).
Total protein concentrations were determined using a



bicinchoninic acid-based (Sigma, St Quentin-Fallavier,
France) method. Alkaline phosphatase activity was
assayed using p-nitrophenyl phosphate (Biomerieux,
Marcy I’Etoile, France) as a substrate, and the production
of p-nitrophenol per minute was determined by measuring
absorbance at 405nm. The ALP activity measurements
were carried out in triplicate from multiple extractions.

Experimental osteosarcoma models

All animals for in vivo experimentations were housed
under pathogen-free conditions at the Experimental
Therapy Unit (Faculty of Medicine, Nantes, France) in
accordance with the institutional guidelines of the French
Ethics Committee and under the supervision of author-
ized investigators. The mice were anesthetized by inhala-
tion of an isoflurane—air mixture (2%, 0.21 per min per
mouse) before any surgical procedure. Male C3H/HeN
mice (4-week old; Elevages Janvier, Le Genest Saint Isle,
France) or 4-week-old male nude NMRI mice (Charles
River, St Germain de L’Arbresle, France) were used for
LucF-POS-1 or LucF-OSRGA tumor induction, respec-
tively. For tumor induction, mice were subcutaneously
injected with 5x 10° LucF-POS-1 or 2x 10° LucF-
OSRGA cells in 50 ul phosphate buffered saline into the
footpad. From developed tumors, 2 x 2 x 2-mm°® frag-
ments were excised and transplanted into naive mice.'
For fragment insertion, a 5-mm section was made to open
the muscle along the tibia, then muscular and subcuta-
neous wounds were sutured. The tumor volume was
quantified by measuring two perpendicular diameters
with a vernier calliper and calculated using the formula:
(P x L)2, where [ is the smallest and L the largest
diameter).

Bioluminescence imaging

The bioluminescence was measured several times a week
after luciferase substrate injection into anesthetized mice. On
the basis of 25 g weight, mice were intraperitoneally injected
with 250l of a Rompun—Ketalar solution (8 and 13%,
respectively, in phosphate buffered saline) before intraper-
itoneal injection of 3 mg D-luciferin (Interchim, Montlugon,
France) dissolved in 250l of water. A Photon Imager
(Biospace, Paris, France) was used to measure and visualize
the photons released during substrate degradation by the
luciferase. The BLI is expressed as counts per minute
(c.p.m.) after background subtraction.

Ifosfamide treatment

At 6 days after LucF-POS-1 osteosarcoma transplanta-
tion, mice (n=5) were treated every week for
3 consecutive days with 60 mg per kg ifosfamide (ASTA
Medica laboratories, Mérignac, France) or vehicle only,
administered by intraperitoneal injection. Tumor volume
was measured twice a week and BLI was measured once.

Radiological and microscanner analyses

Radiographs of tumor-bearing legs were obtained post-
mortem with a mammography PLANMED Sophie
apparatus (SN RAH 40710, Helsinki, Finland). In
addition, bone architecture was analyzed for tumor
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bearing tibia using the high-resolution SkyScan-1072
X-ray micro-computed tomography system for small
animal imaging (SkyScan, Kartuizersweg, Belgium).

Histology

Tumor tissues were fixed in 10% buffered formaldehyde,
and after embedding in paraffin, 5-pm-thick sections were
mounted on glass slides. Sections were stained with
Masson trichrom. Analysis of necrotic and fibrotic areas
was performed on each section using a DMRXA
microscope (Leica, Nussloch, Germany).

siRNA experiments

Small interfering RNAs were purchased from Eurogentec,
Angers, France. The LucF siRNA was designed to target
the luciferase gene sequence 5-CUUACGCUGAGUAC
UUCGA-3'. The control (CT) siRNA (sense: 5-UUCU
CCGAACGUGUCACGUUU-3") did not show signifi-
cant homology to any mouse messenger RNA sequence
according to BLAST database searches. Small interfering
RNAs were combined with carrier DNA (a plasmid
containing no eucaryotic expression cassette) and the
cationic liposome RPR209120/DOPE as described with
the same amount of plasmid DNA pre-mixed with siRNA
before addition of the cationic liposome at the appro-
priate concentration.?® As this liposome has three positive
groups, a ratio of 6nmol cationic liposome per pg of
nucleic acid corresponds to a charge ratio of 6. To
determine the best nucleic acid / liposome charge ratio for
in vivo transfection, we tested in triplicate a range of
siRNA quantities (from 0.05 to 0.4 pg) and ratios (from 2
to 8) on 2 x 10 luciferase-expressing osteosarcoma cells
seeded in a 96-well optical bottom plate. Animals bearing
a LucF-osteosarcoma were injected intratumorally every
2 days with 2.5-10 pg of siRNA combined with liposomes
at ratio 6. The efficiency was evaluated by BLI and tumor
volume measurements.

Statistical analysis

All analyses were performed using GraphPad InStat v3.02
software (La Jolla, CA). In vivo experimentation results
(ifosfamide and siRNA treatments) were analysed with
the unpaired nonparametric Mann—Whitney U test using
two-tailed P-values. Results with P<0.05 were considered
significant.

Results

Mouse POS-1 and rat OSRGA cell modification by
lentiviral transduction

A mixture of luciferase-encoding lentiviral particles
(LucF-virus) and EGFP-encoding lentiviral particles
(EGFP-virus) was produced. Using a ratio of 10 EGFP
viral particles for each POS-1 cell and 50 viral particles for
each OSRGA cell, an efficient and homogenous mod-
ification of cells was obtained, with, respectively, 97 and
95% of cells expressing EGFP, as determined by flow
cytometry (Figure 1a). As LucF and EGFP plasmids were
used at a ratio of 10:1 for the lentiviral production, it was
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protein (EGFP) expression are shown for LucF-POS-1 and parental POS-1 or OSRGA cells using the WinMDI 2.8 software. (b) Luciferase
activity is shown for varying numbers of LucF osteosarcoma cells. (¢) Cbfa1 expression level was compared between LucF-POS-1 and parental
POS-1 cells by real time PCR analysis. The results are given as a ratio of relative expression using Hprt 1 and cycloB as housekeeping genes.
(d) Comparison of alkaline phosphatase (ALP) activity per mg of total protein between LucF-OSRGA and parental OSRGA cells. (¢, d) Data are

shown as mean £ s.d.

assumed that the LucF gene was transferred as efficiently
as the EGFP gene. The modified POS-1 and OSRGA cells
showed stable luciferase activity proportional to cell
number over a period of at least 3 months in culture
(Figure 1b), and were designated as LucF-POS-1 and
LucF-OSRGA cells. The LucF-OSRGA cells seemed to
be more efficiently transduced than LucF-POS-1 cells, as
EGFP and luciferase expression was 3.5- and 13-fold
higher, respectively, in LucF-OSRGA as compared with
LucF-POS-1 cells. We were unable to obtain a higher
POS-1 cell transduction efficiency as cells died in culture
when a higher multiplicity of infection was used. To
maintain the initial heterogeneity and biological proper-
ties of osteosarcoma cells, modified cells were maintained
without cloning.
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Several in vitro tests were next performed to check
whether the lentiviral transduction had affected the
osteoblastic phenotype of transformed cells. Real-time
PCR analyses showed that the expression level of core-
binding factor alphal (Cbfa-1/Runx-2), which is an
essential transcription factor for osteoblast differentia-
tion, was similar between LucF-POS-1 and parental
POS-1 cells (Figure 1c). Regarding LucF-OSGRA cells,
alkaline phosphatase activity (Figure 1d) and mineralized
nodule formation (data not shown®*) were not altered
as compared with osteogenic parental cells. Moreover,
LucF-POS-1 and LucF-OSRGA cells retained their
tumorigenic properties. Injection of transformed cells
into the footpad of mice resulted in primitive tumors
fragments of which were successfully transplanted into



naive mice to reproduce the complete osteosarcoma
animal models, as previously described.>*?*

LucF-OSRGA osteosarcoma transplanted in nude mice
enables early in vivo tumor detection while maintaining
osteogenic and osteolytic properties

The OSRGA osteosarcoma model was originally devel-
oped in male Sprague—Dawley rats. Owing to the large
amount of D-luciferin required for BLI detection in rats,
we decided to establish a LucF-OSRGA transplant model
in immunodeficient mice. For this model, a fragment of a
LucF-OSRGA tumor from a footpad was transplanted
adjacent to the tibia of recipient mice. Tumor development
was observed in all transplanted immunodeficient mice.
Bioluminescence was detected as early as day 5 (Figures 2a
and b), whereas tumors were clinically detected only
between day 21 and 38 after tumor implantation
(Figure 2c). Until day 20, the bioluminescence increased
progressively, suggesting tumor cell proliferation even in
the absence of visible tumor. Between day 21 and 30,
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bioluminescence stabilized, and finally decreased from day
32 to 51 (2.5-fold decrease). In contrast, the mean tumor
volume continued to increase until the animal was killed
(day 51). The discrepancy between BLI and tumor volume
could be partially explained by necrotic cell death. Indeed,
histological analyses showed large necrotic, fibrotic
regions (Figure 2d), which were also observed within
unmodified OSRGA tumors. The necrotic, fibrotic areas
are included in the measurement of tumor volume, but
have a lower luciferase activity than healthy, non-necrotic
tumor areas.

Finally, the extensive bone remodeling that is normally
associated with OSRGA osteosarcoma® was similarly
observed with LucF-OSRGA tumors. Radiography and
microscanner analyses showed characteristic osteolytic
lesions and ectopic bone formation along the cortical
bone at the tumor implantation site (Figures 2¢ and f).

Similar results were obtained for LucF-OSRGA tumors in
the footpad of mice: (1) earlier tumor detection by BLI than
by measurement of tumor volume, (2) lack of correlation
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Figure 2 Characterisation of LucF-OSRGA osteosarcoma transplanted in immunodeficient mice. (a and b) Bioluminescence activity evolution
after LucF-OSRGA tumor fragment implantation (three mice on both legs) by individual measures (points) and mean curves (a) associated with
bioluminescence images showing luciferase detection as an example at day 5, 18, 32 and 43 of tumor development (b). (c) As for the
bioluminescence activity, evolution of tumor volume is shown after tumor induction. (d) Representative images of LucF-OSRGA tumor sections
after Masson Trichrom staining. Original magnifications are indicated. Necrotic, fibrotic tissue is identified as a green cell-poor region (n)
surrounded by a region containing numerous pyknotic nuclei (p). Viable tumor cells are present in surrounding areas (t). (e and f) Radiographic
(e) and microscanner images (f) are shown for a representative transplanted LucF-OSRGA tumor.
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Figure 3 Characterization of LucF-POS-1 osteosarcoma transplanted into syngeneic mice. (a and b) Bioluminescence activity evolution after
LucF-POS-1 tumor fragment implantation (n=5) by individual measures (points) and mean curves (a) associated with bioluminescence images
showing luciferase detection as an example at day 6, 10 and 14 of tumor development (b). (c) As for the bioluminescence activity, evolution of
tumor volume is shown after tumor induction. (d) Representative images of LucF-POS-1 tumor sections after Masson Trichrom staining. Original
magnifications are indicated. Small necrotic, fibrotic areas are identified as cell-poor region containing numerous pyknotic nuclei (n). Viable tumor
cells are present within surrounding areas (t). (e and f) Radiographic (e) and microscanner images (f) are shown for a representative transplanted

LucF-POS-1 tumor.

between BLI and tumor volume and (3) preservation of
OSRGA osteogenic properties (data not shown).

Tumor volume and bioluminescence measurements
correlate during osteolytic LucF-POS-1 osteosarcoma
development in syngeneic mice

Fragments of a primary LucF-POS-1 footpad tumor
were transplanted adjacent to the tibia of syngeneic
mice. Bioluminescence signals were observed as early
as day 6 (Figure 3a and b), whereas tumors were
not measurable at that time (Figure 3c). Longitudinal
analysis showed that bioluminescence signal intensity
increased exponentially and correlated with tumor
volume. Moreover, such correlation was observed
for the LucF-POS-1 footpad tumors as well (data not
shown). Histological analyses of transplanted LucF-POS-1
tumors showed minor necrotic, fibrotic regions (Figure 3d),
which were much smaller than those observed within
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LucF-OSRGA tumors (Figure 2d). Radiography and
microscanner analyses revealed osteolytic lesions resulting
in cortical destruction comparable with those observed
for parental POS-1 tumors (Figures 3e and f), suggesting
that the interaction between osteoclasts and tumor cells
that has been previously described for parental POS-1
cells'* was maintained for luciferase-expressing POS-1
cells.

Bioluminescence is superior to measurement of tumor
volume to reveal LucF-POS-1 osteosarcoma growth
inhibition in response to chemotherapy

Using the LucF-POS-1 model, in which a good correla-
tion was observed between bioluminescence signal in-
tensity and tumor volume for untreated tumors, we
evaluated whether BLI enabled earlier detection of tumor
responsiveness to chemotherapy, as compared with the
measurement of tumor volume. The conventional antic-
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Figure 4 Response of LucF-POS-1 osteosarcoma to ifosfamide treatment. (a and b) Progression of mean tumor volume (solid lines with
diamonds) and mean bioluminescence (dashed lines with squares) are shown for untreated (a) or ifosfamide-treated (b) mice (n=>5) bearing
LucF-POS-1 tumors. Ifosfamide treatments are indicated by arrows. Asterisks indicate significant differences (P<0.05) between mean tumor
volume of the treated and the untreated group. (c) Comparison between the untreated and ifosfamide-treated groups by histological analyses of
tumor sections after Masson Trichrom staining revealed the presence of extensive necrotic, fibrotic tissue surrounded by areas containing
numerous pycnotic nuclei (n) in tumors from ifosfamide-treated mice, whereas tumors from untreated mice contained predominantly areas of

proliferating tumor cells (t).

ancer drug ifosfamide has previously shown partial
efficacy in the treatment of rats bearing OSRGA
tumors.>* In this study, we extended the ifosfamide use
in the mouse POS-1 osteosarcoma model. Mice bearing
LucF-POS-1 tumors were treated with ifosfamide or
vehicle only for 3 consecutive days every week. A
correlation between bioluminescence and tumor volume
measurements was observed for the vehicle-treated group

(Figure 4a), similar to results described above. In the
ifosfamide-treated group, a slow concomitant increase of
tumor volume and BLI was observed until day 19 after
tumor implantation (Figure 4b). Between days 12 and 21,
the mean tumor volume was significantly lower in the
treated group as compared with the untreated group.
Statistical analyses were not performed after day 21 as
several mice either died or were killed in the untreated
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group as a result of tumor progression. Therefore, the
LucF-POS-1 tumor growth significantly slowed down
after one sequence of ifosfamide treatment, and an
increase in the survival rate was observed in the treated
group (data not shown). Moreover, radiographic analyses
of tibia bearing LucF-POS-1 tumor showed a lower rate
of bone remodeling in the treated group compared with
the untreated group (small osteolytic areas with cortical
integrity versus extensive osteolytic areas associated with
cortical destruction in untreated control mice; data not
shown).

In the ifosfamide-treated group, the stabilization of
BLI from day 20 to the end of the experiment was
suggestive of a complete inhibition of LucF-POS-1
osteosarcoma growth, whereas tumor volume measure-
ments indicated a slowdown rather than an arrest of
tumor growth (Figure 4b). After day 25, the correlation
between bioluminescence and tumor volume was lost
within the treated group. Histological analyses of LucF-
POS-1 tumors from the ifosfamide-treated group showed
more extensive necrotic, fibrotic areas than those of the
untreated group (Figure 4c). These necrotic areas are part
of the tumor mass and reflect the response to chemother-
apy, but poorly express the luciferase, leading to a
discrepancy between BLI and tumor volume measure-
ments.

Luciferase expression can be successfully targeted by
SIRNA

As described above, the development of large necrotic,
fibrotic areas observed in LucF-OSRGA tumors resulted
in a poor correlation between BLI and tumor volume
measurements as tumor development progressed (Figures
2a, ¢ and d), whereas a close correlation between these
two parameters was observed during LucF-POS-1 tumor
development (Figures 3a and c). Therefore, the latter
model was used to establish an in vivo siRNA delivery
protocol.

We compared the effects of siRNA directed against
luciferase messenger RNA (LucF siRNA) with the effects
of control siRNA (CT siRNA) that lacks an messenger
RNA target in mouse cells. Small interfering RNAs were
formulated with the cationic liposome RPR209129/
DOPE to form lipoplexes that have demonstrated
efficient delivery of siRNA targeted toward tumor
necrosis factor-alpha in a model of rheumatoid arthritis.*®
This formulation also contained a DNA cargo that was
shown to enhance the lipoplexe efficiency.?’ First, siRNA
transfections were performed on LucF-POS-1 cells in vitro
to determine the most efficient nucleic acid/cationic lipid
charge ratio. The highest level of inhibition of luciferase
activity (30%) was achieved with 0.1 pg of LucF siRNA
formulated in lipoplexes at a charge ratio of 6 as
compared with CT siRNA transfections (data not
shown). Other LucF siRNA quantities and charge ratios
did not result in greater and specific inhibitions. On the
basis of these results, mice bearing a LucF-POS-1
osteosarcoma were treated intratumorally with siRNA
formulated in lipoplexes at the optimal charge ratio of 6.
In preliminary studies, we tested various quantities of CT
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Figure 5 Bioluminescence imaging (BLI) detection after luciferase-
targeting small interfering RNA (siRNA) transfection with lipoplexes.
Mice bearing LucF-POS-1 osteosarcoma were treated with LucF
siRNA or CT siRNA formulated with cationic liposome and a DNA
cargo (n=6 in each group). The tumor volume (a) and BLI
measurements (b) are shown as fold-change between the second
(D5) and last day of treatment (D7; asterisks indicates P<0.05).

siRNA (2.5, 5 or 10pg) and followed the tumor
development. Injections of 2.5 ug CT siRNA did not alter
tumor growth, whereas administration of 5 or 10 pg CT
siRNA resulted in a significant slowdown of tumor
progression as compared with untreated mice. Next, we
compared the effects of two 2.5-pg LucF siRNA
injections with those of CT siRNA on LucF-POS-1
tumor progression; the first injection was administered
when a BLI signal was just detectable (at day 3 after
tumor transplantation) and the second injection 2 days
later (at day 5). Progression of tumor volume and BLI
between day 5 and 7 was compared for the LucF siRNA
and CT siRNA-treated groups. As shown in Figure 5a,
the fold-increase in tumor volume between day 5 and 7
was similar between the two treatment groups. In
contrast, the number of photons detected was signifi-
cantly (54.5%) lower in the group treated with LucF
siRNA, as compared with the group that received CT
siRNA (Figure 5b). Thus, our results indicate that
liposomal delivery of siRNA can inhibit gene expression
in a specific manner in osteosarcoma tumors.

Discussion

Osteosarcomas are malignant tumors that produce vari-
able amounts of bone or osteoid tissue while simulta-
neously inducing osteolytic lesions. Owing to this clinical
heterogeneity, osteolytic or osteogenic preclinical models
are in use to develop and evaluate new therapeutic
strategies. For example, the therapeutic association of
ifosfamide and zoledronic acid was initially performed in
the rat OSRGA model* and next transferred to the
French clinical trial OS2006. In this study, two osteo-
sarcoma cell lines POS-1 and OSRGA corresponding to,



respectively, an osteolytic and an osteogenic model were
modified to express the firefly luciferase enzyme to enable
in vivo tumor detection by BLI. Preclinical models of
luciferase-expressing osteosarcoma were successfully es-
tablished with conserved physiological and clinical
properties. Indeed, LucF-OSRGA-derived osteosarcomas
showed a strong osteogenic activity in nude mice, whereas
LucF-POS-1-derived osteosarcomas triggered osteolytic
lesions in syngeneic mice.

In addition, the LucF cell detection by BLI provided
new insights into the tumor growth Kkinetics. The
osteosarcomas were detected earlier by bioluminescence
than by tumor volume measurement, allowing very early
treatment monitoring. Today osteosarcoma response to
preoperative chemotherapy is based on histopathologic
analysis of tumor resection specimen as defined by
Huvos,> in which examination of necrotic fibrotic and
viable tumor areas serve as prognostic markers. In our
preclinical study, BLI measurement better correlated with
the estimation of tumor regression by histological
analyses than tumor volume measurement. Indeed,
ifosfamide treatment led to a slowdown of the mean
tumor volume, challenging the treatment -efficiency,
whereas it led to a strong decrease followed by a
stagnation of the mean bioluminescence, indicating a
tumor growth arrest. Histological analyses confirmed the
isfosfamide treatment efficiency with numerous necrotic
fibrotic areas that contribute to the tumor volume but not
to the alive tumor expressing the firefly luciferase.

As the discovery in 2001 of the RNAi machinery in
mammalian cells and in worms, synthetic siRNAs have
emerged as promising new drugs, combining high
specificity (sequence-mediated gene silencing) with a
homogenous chemical structure.”® The major challenge
lies in developing a way to efficiently deliver siRNA into
target cells in patients without significant off-target
effects. Using our newly developed LucF-POS-1 osteo-
sarcoma model that showed a good correlation between
tumor volume and bioluminescence measurements, we
optimized a method for the efficient and specific delivery
of siRNA, that is, inducing a significant decrease in
bioluminescence using siRNA directed against luciferase,
without altering tumor progression. As siRNAs are
unstable in serum and need to cross cell membrane, they
can be combined with various chemical agents (cationic
lipids, polymers or peptides).?” In this study, the siRNAs
were complexed with the cationic liposome RPR209120/
DOPE for in vivo delivery. This chemical agent has proven
efficiency to deliver siRNA in a mouse experimental
model for rheumatoid arthritis, achieving 50-60% inhibi-
tion of the siRNA-targeted gene when administered
intravenously.”® The LucF-POS-1 cells are usually diffi-
cult to transfect with chemical agents, and such limit was
also observed for RPR209120/DOPE-combined siRNA
transfer. However, despite the poor in vitro transfection
efficiency, we established an efficient in vivo siRNA
delivery method. Intratumoral injections of 2.5 pg siRNA
combined with RPR209120/DOPE resulted in a 50%
decrease in luciferase expression without interfering with
tumor progression. Our experiments indicate that greater
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quantities of siRNA and RPR209120/DOPE inhibited
tumor growth nonspecifically. These nonspecific effects
may result from the activation of innate immune
responses by nucleic acids, whereas an excessive inflam-
matory cytokine release can have strong toxic effects in
human.®® Consequently, various strategies are developed
to formulate siRNA with lipids to obtain an antitumoral
effect through specific gene silencing without triggering an
immune response.*” The formulation of siRNA with the
RPR209120/DOPE liposome includes the pre-association
of siRNA with a plasmid DNA cargo. Indeed, naked
siRNA and siRNA complexed alone in a lipoplexe confer
mild or intermediate protection against arthritis, whereas
protection was complete with the plasmid DNA cargo
formulation.”® We recently showed that the addition of a
DNA cargo in the siRNA formulation has minor effect on
the structure of the lipoplexes, whereas the presence of
plasmid DNA into the formulation could help the
dissociation of the lipoplexes b;/ interaction/competition
with cell surface proteoglycans.”” However, an optimiza-
tion of the siRNA formulation with the cationic liposome
RPR209120/DOPE would be to replace the carrier
plasmid for clinical development.

By inducing transient RNAI, a few preclinical studies
have shown that sarcoma progression can be reduced by
downregulating genes that are implicated in cell cycle
control or progression. Wang et al.*® have observed an
inhibition of human osteosarcoma xenografts in which
the apurinic/apyrimidinic endonuclease gene has been
downregulated by RNAIi. For this, they have injected
short hairpin RNA expression vectors into tumors. For
certain clinical applications, siRNA has advantages over
short hairpin RNA vector as smaller amounts of siRNAs
are required for efficient delivery into target cells. Naked
siRNAs against stathmin, which is an important regulator
of microtubule dynamics and overexpressed in various
human cancer cells, have been injected into the tail vein of
mice bearing xenografted osteosarcoma.’! They have
enabled a slight direct antitumor activity and enhanced
significantly the chemosensitivity of osteosarcomas. How-
ever, the in vivo inhibition of stathmin has not been
demonstrated after siRNA injection. Hu-Lieskovan
et al." have treated metastatic Ewing’s sarcoma with
siRNA directed against the EWS-FLII oncogene. In their
report, tail vein injections of naked siRNA have shown no
therapeutic effect, while injections of these siRNA
combined with polyplexes have inhibited tumor growth
and human tumor cell engraftment. They have also
demonstrated that siRNA-targeted genes (luciferase or
EWS-FLII) were efficiently downregulated in vivo. All
together these studies suggest that siRNA could be useful
as drug combined with chemotherapeutic or antiangio-
genic agents in sarcoma therapies. In addition, they have
highlighted the need to demonstrate the effective gene
silencing and the absence of indirect antitumor effects of
siRNA in vivo.

Numerous studies using recombinant protein have
demonstrated that progression of primary or secondary
bone tumors depends on molecular and cellular interac-
tions within the bone microenvironment, forming the soil
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where the seed can grow.***! In one study using siRNA, a
soil-dependent effect was observed. Bisanz er al.'® re-
ported a strong effect of siRNA directed against integrin
subunits combined with liposome on the growth of
human prostate tumor in bone, but not on subcutaneaous
tumor growth. Similar site-dependent effects can be
expected with siRNA directed against RANKL, the
major cytokine involved in the vicious cycle between
osteolysis and bone tumor progression. In our previous
preclinical studies, RANKL blockade was achieved by
overexpression of decoy receptors (osteoprotegerin or
RANK-Fc) by gene transfer, which resulted in a strong
inhibition of osteosarcoma growth.'*!'* In this study, we
demonstrate that siRNA can be successfully used to target
a specific gene in osteosarcoma induced in mice. This
raises the possibility that RANKL inhibition in osteosar-
coma may be achieved using synthetic siRNA, which
would be ideal for antitumor therapies due to its ease of
manufacturing and the transient nature of its effect.
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3. CONCLUSIONS ET DISCUSSION

L'utilisation de modeles animaux en oncologie est une étape indispensable
pour |'établissement d'un protocole thérapeutique avant les essais cliniques chez
I'Homme. En ce qui concerne les modeles murins d’'ostéosarcome issus des lignées
tumorales POS-1 et OSRGA, leur utilisation a permis de valider des molécules et
protocoles thérapeutiques 121.122.135235136,135121.122 gllant jusqu’a la mise en place d'un
essai clinique avec l'acide zolédronique (OS2006, voir paragraphe 3.5.1 de
I'infroduction bibliographique). Mis a part les techniques d'histologie, ces études se
basaient uniguement sur I'évolution du volume tumoral mesuré au pied & coulisse et

sur la visualisation de métastases pulmonaires a I'autopsie.

La modification des lignées POS-1 et OSRGA pour une expression stable de la
luciférase permet désormais de détecter un signal luminescent émanant des cellules
tumorales elles-mémes. Ce signal est détectable précocement in vivo, avant méme
la détection clinique d'une fuméfaction au niveau du site d'implantation de la
tumeur. Cette détection permet d'améliorer l'inclusion des animaux ayant
effectivement développé un ostéosarcome dans les protocoles précliniques et le
suivi précoce des traitements. Du fait que I'activité de la luciférase est dépendante
de la présence d'oxygene et d'ATP, seules les cellules métaboliqguement actives,
aufrement dit viables, émettent des photons. Ainsi des zones d'hypoxie ou de mort
cellulaire induites au sein du tissu tumoral, par apoptose ou par nécrose naturelle
(exemple du développement par bourgeonnement successif en périphérie d'une
zone interne nécrotique des OSRGA) ou induite (traitement par un agent de

chimiothérapie : I'ifosfamide) peuvent étre mises en évidence.

Parallelement & nos investigations, les particules lentivirales, codant la
luciférase, développées pour les besoins de notre étude ont également été utilisées
dans une autre problématique du laboratoire basée sur I'évaluation d'une thérapie
cellulaire de I'ostéosarcome par injection de précurseurs ostéoblastiques. Les cellules
souches mésenchymateuses (CSM) étant les progénitrices d'un grand nombre de
types cellulaires, elles ont rapidement été proposées dans des protocoles de
régénération fissulaire 236237 mais aussi pour contrecarrer le développement tumoral.
Ainsi dans le cadre du développement tumoral en site osseux, ces cellules sont

apparues comme frés intéressantes car capables de se différencier en ostéoblastes
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Figure 34: Utilisation de la BLl pour le suivi de progéniteurs ostéoblastiques
in vivo. (A) L'injection de progéniteurs ostéoblastiques en sous cutané (SC) au niveau
du coussinet plantaire, en intrapéritonéale (IP) ou en intra-osseux dans le fOt du tibia
(I0) est associée a un signal de BLI quantifiable jusqu’a 60 jours post-injection pour
I'lO. (B) L'utilisation de ces progéniteurs (pre-OB) détectables par BLI a notamment
permis de montrer que ces cellules étaient viables et maintenues plus longtemps
dans un contexte d'ostéosarcome.
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Figure 35 : Validation d'un fransfert de géne dansTé U BErBSluminescence in

vivo. L'utilisation d'un plasmide codant la luciférase firefly a permis de valider in vivo
une meéthode de fransfert de gene non virale gréce au lutrol
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(cellules responsables de I'ostéoformation du tissu osseux) compensant I'ostéolyse
para-tumorale. Cependant, ces cellules sont également associées a des propriétés
immunomodulatrices pouvant étre associées a un potentiel effet protumoral 181, Cet
effet pro-prolifératif sur les cellules d'ostéosarcome a été démontré in vitro et in vivo
par injection intratumorale de CSM (annexe 1 Perrot et al. 2010). Afin de déterminer
en retour les effets des cellules d'ostéosarcome sur les CSM elles-mémes, des pré-
ostéoblastes issus de la calvaria (volte crdnienne) de rats nouveaux nés ont été
modifiés pour exprimer stablement la luciférase.

L'injection de ces cellules permet une détection de I'activité luciférase
guelgue soit la voie d'administration (Figure 34A) et I'analyse des données
d'imagerie par BLI permet de visudliser et de quantifier ces cellules dans une masse
tumorale. Dans un modeéle d'ostéosarcome OSRGA développé chez la souris nude,
la bioluminescence nous a permis de montrer un effet positif des cellules fumorales
sur la survie de ces progéniteurs injectés (Figure 34B). En effet, I'injection de
progéniteurs seuls chez un animal sain est suivie d'une premiere phase de
prolifération cellulaire associée d une augmentation de la BLI pendant 20 jours. Il s'en
suit une seconde phase de diminution allant jusqu’a la perte totale de signal (0 cpm)
témoignant d'une réduction du nombre de cellules exprimant la luciférase. Dans un
contexte tumoral, I'injection de ces mémes progéniteurs est caractérisée par des
phases de prolifération et de régression similaires mais dans ce cas I'activité
luciférase est maintenue & une valeur avoisinant les 500cpm pendant 80 jours.

Enfin, la luciférase a également pu étre utilisée comme gene rapporteur pour
I'évaluation du fransfert de géne par un copolymeére a bloc amphiphile non
ionique de la famille du lutrol® dans le muscle (Figure 35). Ce vecteur a par la suite
été utilisé afin d'apporter une cassette d'expression codant I'OPG ou RANK-Fc dans
le muscle controlatéral permettant une expression systémique de la protéine soluble

et une action thérapeutique dans un modele d'ostéosarcome 121.122,

La BLl appardit donc comme une technique d'imagerie permettant
d'améliorer les études précliniques par visudlisation des cellules tumorales dans les
modéles d’'ostéosarcome (Figure 36A au dos de cette page). Cependant, la cage
thoracique et le coreur représentent un obstacle d la détection des signaux de
bioluminescence dans les poumons ne nous permettant pas d’observer la
dissémination métastatique issue du développement d’'une tumeur d'ostéosarcome.
Le seul avantage de la BLI dans ce cas repose sur la détection ex vivo de micro

métastases a peine visibles a I'ceil nu et la quantification du signal (Figure 36B).
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Figure 36 : Exemple de détection du développement tumoral de I'ostéosarcome par
bioluminescence in vivo. L'expression de la luciférase par les cellules
d’ostéosarcomes POS-1 de souris et OSRGA de rat permet leur détection apres
injection et/ou transplantation d'un fragment tumoral. L'activité luciférase est
mesurée apres injection intra-péritonéale chez la souris et locale chez le rat (injection
infra-musculaire dans le membre inférieur portant la tumeur) de 3mg de D-luciférine.
(A) Ainsi des signaux caractéristiques de la présence de ces cellules ont pu éfre
visualisés apres leur injection locale (voie sous cutanée ou par tfransplantation) ou
systémique (voie rétfro-orbitaire). (B) Cependant la dissémination métastatique en site
pulmonaire n’est visible qu’ex vivo alors que I'injection par voie rétro-orbitaire permet
de suivre et de quantifier I'induction et le développement de nodules pulmonaires
mimant les métastases des tumeurs d’'ostéosarcome (C).
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Autrement dif, cette technique d’'imagerie ne nous permet pas d'envisager une
visudlisation de la dissémination métastatique autrement que par I'autopsie de
I'animal.

La visudlisation du développement de masses tumorales dans le poumon
n'est possible qu'aprés injection de cellules d'ostéosarcome par voie rétro-orbitaire
dans le modéle de nodules pulmonaires 135. Apres injection, le premier organe
traversé étant le poumon, organe pour lequel les cellules d'ostéosarcome présentent
un fort fropisme, des nodules fumoraux s'y développent mimant ainsi des métastases
pulmonaires. La détection et la quantification du signal de BLI chez ces animaux
permet de suivre le développement des nodules (Figure 36C). Néanmoins, ce
modeéle ne fait que mimer le développement de masses tumorales en site
pulmonaire et ne nous permet pas de ftester I'efficacité de stratégie anti-
métastatique a proprement parler.

De plus, la quantification des signaux sur I'imagerie 2D reste limitante
comparativement aux techniques d'imagerie 3D telles que la Tomographie par
émission de positrons (PET) ou de photons (Single photon emission computed
tomography SPECT) 238,

En ce qui concerne notre problématique d'injection efficace de siRNAs dans
le microenvironnement tumoral, la BLI nous a également permis de valider un
protocole d'administration de ces molécules d'ARNi en ciblant directement
I'expression de la luciférase. L'injection de 2,5ug siRNAs complexés avec le
RPR209120/DOPE (ratfio 1:6) et le plasmide cargo (ratio 1:1) injectés par voie intra-
tumorale 3 fois par semaine permet de réduire I'activité de la luciférase mesurée par
BLI d'au moins 54% comparativement d la séquence de siRNA contrdle n'ayant pas
de cible cellulaire. De plus, ce protocole d'injection ne modifie pas la cinétique de
développement de la tumeur d'ostéosarcome alors que des injections de
concentrations plus élevées entrainent un ralentissement de la progression tumorale
dU a des effets non spécifiques de la transfection des cellules par les lipoplexes. Ce
protocole ainsi validé peut dés lors étre utilisé pour inhiber spécifiguement
I'expression de gene et notamment celui codant la cytokine pro-résorptive Rankl de

facon a contrecarrer le développement tumoral en site osseux.
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1.INTRODUCTION

Les études de ciblage de I'expression du géne rapporteur de la luciférase sans
effets sur le développement tumoral nous ont permis de mettre au point un
protocole d'administration de siRNAs dans le microenvironnement de
I'ostéosarcome, protocole efficace pour inhiber spécifiquement I'expression de la
luciférase. Nous proposons dés lors d'appliquer ce protocole pour des siRNAs & visée
thérapeutique en ciblant I'expression d'une protéine impliquée dans le

développement tumoral : RANKL.

11. RANKL : expression physiologique et fonctions biologiques

RANKL est exprimé par un grand nombre de cellules et de tissus, mais plus
fortement par le squelette (0s, moelle osseuse, cartilage) 239240, |les organes

lymphoides (ganglions, thymus, rate, foie foetal) et par le systéme vasculaire 241,

1.1.1. RANKL et tissu osseux

L'expression de RANKL au sein du tissu osseux est associée a la différenciation
des ostéoclastes ainsi qu'a leur maturation et leur survie en inhibant leur apoptose
242243, Au niveau ftranscriptionnel, I'activation de ['expression de RANKL est
majoritairement assuré par la PTH 244, mais elle peut également étre induite par les
cytokines de la famille de I'lL-6 244245 (notamment la cytokine gp130 oncostatine M),
le TNFa et I'lL-1 245246 oy encore la 1,25(0OH)2D3 (1a,25-dihydroxyvitamine D3) 247, A
I'inverse la voie canonique des Wnt (Wingless-type) inhibe I'expression de RANKL via

la B-caténine.

Dans le tissu osseux, la cytokine est notamment exprimée par les cellules de la
lignée ostéoblastique. Cette affirmation repose sur la localisation des cellules

exprimant fortement RANKL dans des coupes histologiques d'os 248249 (les
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ostéoblastes) ainsi que sur son expression dans des cellules isolées a partir de la
calvaria de rongeur connue pour étre riche en progéniteurs ostéoblastiques 239, Son
expression a pu éfre mise en évidence au sein de lignées ostéoblastiques de souris (la
lignée ST2 dérivée du la moelle osseuse, et une lignée de progéniteurs
ostéoblastiques isolés & partir de la calvaria de nouveaux-nés: MC3T3-E1,

http://www.brc.riken.go.jp/lab/cell/english/guide.shtml) et dans des cultures

primaires d'ostéoblastes murins différenciés 20, Les ostéoblastes matures expriment
peu RANKL; & linverse les cellules en différenciation I'expriment en quantité
importante. Il faut cependant noter que la calvaria n'est pas uniguement composée
de progéniteurs ostéoblastiques et que les autres populations cellulaires qui la
composent peuvent également représenter une source de RANKL. De plus, en ce qui
concerne les ostéocytes, cellules terminales de la différenciation ostéoblastique, les
résultats issus des études de localisation sur coupes histologiques sont contradictoires.
En effet, certaines études attestent de I'expression de RANKL par les ostéocytes alors
gue d'autres contredisent ces affirmations 123, Enfin, I'os trabéculaire ou sont présents
les progéniteurs mésenchymateux a I'origine des cellules de la lignée ostéoblastique
présente un fort remodelage osseux. L'ensemble de ces données attestent d'une
expression de RANKL par les cellules de la lignée ostéoblastique en général mais le
stade de différenciation pour lequel la cytokine est majoritairement exprimée n'a
pas été clairement identifié. Ainsi, ces cellules sont le plus souvent regroupées sous le

terme de cellules stromales ostéoblastiques.

Mais ces cellules stromales ne représentent pas la source unique de RANKL. En
effet, les cellules de la lignée ostéoblastique sont caractérisées par I'expression de
I'ostéocalcine, or I'ablation totale des cellules exprimant I'ostéocalcine chez la souris
n'altére en rien le nombre et I'activité des ostéoclastes 251 démontrant ainsi que les
ostéoblastes et leur progéniteurs ne représentent pas la source essentielle de RANKL
nécessaire d la résorption osseuse. La présence d'IL-1 et de TNFa dans des cultures
de cellules endothéliales induit notamment une expression de RANKL & des

concentrations suffisantes pour permettre I'ostéoclastogenése 241,

Autrement dit, méme si la plupart des spécialistes estiment que les
ostéoblastes représentent la source majeure de RANKL dans le fissu osseux, aucune
preuve n'a pu démontrer quelle population cellulaire soutient réellement la

résorption osseuse via RANKL.
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1.1.2. Autres fonctions biologiques de RANKL

La jonction entre le cartilage calcifié présent a la base des plaques de
coissance et I'os néoformé est le site d’activation majeur des ostéoclastes de par la
production de RANKL par les chondrocytes hypertrophiés. Son expression a
notamment été mise en évidence par des techniques d'hybridation in situ au niveau
des plagues de croissance 252253, La perte d'expression du récepteur a la vitamine D
dans les chondrocytes est associée a une diminution de I'expression de RANKL et par
conséquent du nombre d'ostéoclastes. Ces résultats montrent le réle de 1,25(0OH)2D3
dans la régulation de I'expression de RANKL au sein de ce type cellulaire 254, Des
études in vitro ont également montré le réle des BMPs telle que BMP-2 dont

I'expression est inductible au sein des chondrocytes ostéoarticulaires 255.256,

RANKL joue également un réle majeur dans les fonctions immunitaires. Il est en
effet exprimé en grande quantité par les lymphocytes T et B activés. Il semble étre
tres fortement impligué dans la régulation de I'organogenese des ganglions
lymphoides et dans la maturation des cellules du thymus 257, Le réle de RANKL dans le
systéme immunitaire peut étre étendu aux cellules dendritiques (il est capable de
stimuler leur activation, leur survie et la présentation des antigénes) et aux
monocytes (il agirait comme un facteur chimiotactique) 2%8. Cependant, la
régulation de son expression au sein des lymphocytes est peu connue. Seule une
étude d'activation du promoteur de RANKL dans des lymphocytes T activés a
montré une augmentation de fixation des facteurs de transcription NFkB et Erg (early

growth response) 2 et 3 259,

Au niveau vasculaire, les cellules endothéliales peuvent exprimer RANKL 241 qui
est notfamment impliquée dans la survie de ces cellules. En effet, RANKL est capable
de prévenir partiellement la mort cellulaire lors de la privation de sérum dans des
cultures de cellules endothéliales 2¢0. Elle est également impliquée dans la
prolifération et le chimiotactisme de ces cellules et permet la néoangiogenéese in
vivo 281, Enfin, en se liant au récepteur RANK présent a la surface des cellules
endothéliales RANKL initie des signaux SRC/phospholipase C/Ca?* induisant la
formation de nouveaux vaisseaux que ce soit dans des conditions physiologiques ou

pathologiques 261,
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Des éftudes menées chez les souris transgéniques invalidées pour RANKL ont
démontré I'implication de cette cytokine dans le développement des glandes
mammaires 74, Chez la souris gestante, RANKL est notamment exprimé au sein des
cellules épithéliales mammaires. Il serait dans ce cas impliqué dans I'hyperplasie de
ces cellules, nécessaire a la lactation 262, Enfin une expression faible de RANKL a été

mise en évidence dans le cerveau, le cceur, les poumons, les reins et le placenta 250,

1.2. RANKL et développement tumoral en site osseux

Dans un contexte pathologique tel que le développement tumoral en site
0sseux, un cercle vicieux s'établit entre la progression tumorale et la résorption
osseuse. En effet, les cellules tumorales sécretent des facteurs pro-résorptifs
conduisant a I'activation des précurseurs ostéoclastiques, 'ostéolyse permet la
libération de facteurs de croissance stockés jusqu’alors dans le tissu osseux, facteurs
bénéfiques au développement tumoral. Cette suractivation des ostéoclastes est
assurée par RANKL exprimé directement par les cellules tumorales ou induit au sein
des cellules stromales ostéoblastiques (voir paragraphe 3.4 de l'introduction

bibliographique).

De plus, RANKL s'est avéré étre impliqué dans les processus métastatiques 262
des cancers du sein, de |la prostate 263 et du rein 264, |l facilite en effet la dissémination
métastatique des cellules tumorales en site osseux. De plus, certaines cellules
cancéreuses expriment une forme fonctionnelle du récepteur RANK 265 donnant &
RANKL une implication pro-tumorale.

Une étude rétrospective de I'expression de RANKL dans différents types de
tumeur chez 16 patients a montré une expression directement par les cellules
fumorales. Ainsi des tumeurs de carcinomes mammaires, du poumon, de la prostate
et de la thyroide présentent une forte expression de la cytokine au sein méme du
tissu tumoral. Le transcrit et la protéine RANKL était également présents dans les
ostéoblastes et fibroblastes des tissus avoisinant la fumeur 2¢¢,

En ce qui concerne les tumeurs d'ostéosarcome, une surexpression de Rankl a
pu étre vérifiée en local par immunohistologie et gPCR et par immunonhistologie dans
le modeéle ostéolytique de souris POS-1 couramment utilisé au laboratoire. Cette

surexpression locale est également associée a une augmentation de Rankl en

108



RESULTATS
2. Inhibition de Rankl par injection de siRNAs dans I’ostéosarcome

sérigue chez le modele ostéocondensant de rat OSRGA permettant sa détection par
des analyses sanguines (Figure 37). Cependant, cette détection sérique n'est pas
réalisable par le kit ELISA utilisé pour le modéle POS-1.

Dans ce contexte d'ostéosarcome, les cellules stromales ostéoblastiques et les
lymphocytes activés infiltrant la tumeur représentent une source possible de Rankl
capable d'induire la formation excessive d'ostéoclastes. Les cellules d'ostéosarcome
peuvent également représenter une source de Rankl. En effet, certaines lignées
d'ostéosarcome expriment RANKL en basal, comme les cellules UMR 106
(ostéosarcome de rat) 267, MGé63 (ostéosarcome de souris) et la lignée humaine
Sa0S2. Cependant, dans les modeles murins POS-1 et OSRGA utilisés au laboratoire,
I'implication des cellules tumorales elles-mémes n'a pas été clairement démontrée

car ces cellules n'expriment pas la cytokine en culture.
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Figure 37 : Augmentation de I'expression de Rankl dans les tumeurs d’ostéosarcome.
(A) Analyse par RT-gPCR de I'expression franscriptionnelle de Rankl dans des tumeurs
POS-1 chez la souris C3H (POS-1 tumor) comparativement aux cellules en culture in
vitro (POS-1 cell) et au muscle controlatéral sain (CT muscle), d'apres les résultats
obtenus par F. Lamoureux, 268. (B) Augmentation de la détection de la protéine
Rankl au niveau sérique chez des souris nude ayant développé un ostéosarcome
OSRGA. L'expression de Rankl est analysée par le kit ELISA DuoSetR Mouse
TRANCE/TNFS11 kit (R&D System, Lille, France) sur des sérums issus de prélevements
sanguins réalisés par voie infra-cardiaque avant euthanasie de I'animal.

L'administration systémique par transfert de géne de récepteurs solubles
comme Opg ou Rank-Fc chez des animaux ayant développé un ostéosarcome POS-
1 ou OSRGA permet de séquestrer Rankl dans le microenvironnement tumoral et de
prévenir ainsi les I1ésions ostéolytiques de I'os adjacent a la tumeur. Un ralentissement
de la progression tumorale pouvant conduire a une rémission compléte est
également observé chez la plupart des individus alors que ces molécules n'ont
aucun effet sur la prolifération et la survie des cellules d'ostéosarcome 121122, Ces

observations sont concordantes avec I'hypothése du cercle vicieux et I'implication
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Figure 38: Alignement de séquence des transcrits codant Rankl de souris (Mus
musculus), de rat (Rattus norvegicus) et RANKL humain (Homo sapiens). Les
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e RANKL dans la suractivation des ostéoclates. Au regard de ces résultats, une
nouvelle stratégie thérapeutique consisterait donc a bloquer directement
I'expression de Rankl de facon ftransitoire par injection de siRNAs dans le

microenvironnement tumoral.

Enfin, les protocoles développés en clinique basés sur une inhibition de
I'ostéoclastogenese associent la molécule anti-résorptive & une stratégie anti-
tumorale dans un protocole de bi-thérapie. C'est le cas dans |'ostéosarcome avec le
protocole 0S§2006 associant |'acide zolédronique (bisphosphonate de 3éme
génération) aux molécules de chimiothérapie conventionnelle. C'est pourquoi, il
serait également intéressant de tester les effets thérapeutiques de I'inhibition de
Rankl par les siRNAs en combinaison avec un agent de chimiothérapie, tel que

I'ifosfamide, utilisé dans la prise en charge des patients atteints d'ostéosarcome.

1.3. siRNAs dirigés contre le transcrit Rankl

De maniere & tester des siRNAs ciblant & la fois I'expression de Rankl dans le
modele syngénique POS-1 et le modele xénogénique OSRGA (tumeur de rat
transposée chez la souris immunodéficiente), la séquence ciblée doit étre commune

aux transcrits de souris et de rat.

1.3.1. Gene Rankl

Chez I'Homme, le locus RANKL se situe sur le chromosome 13, il est composé
de cing exons répartis sur 34kl d'ADN génomique (référence NCBI : NC_000013.10)
qui aprés transcription produit un ARNm de 2271 bases. Chez le rat (Rattus norvegicus
de la famille des muridés) et la souris (Mus musculus appartenant & cette méme
famille), Rankl se situe sur les chromosomes 15 (NC_005114.2) et 14 (NC_000080.5)
générant des ARNm de 957 et 2243 bases respectivement. Les transcrits de RANKL
humain et Rankl de rat présentent une homologie de séquences de 82,5% et 92,6%

avec celui de la souris respectivement (Figure 38 ci-contre).
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La traduction de ces ARNm permet de générer des protéines de 316 acides
aminés chez I'Homme, 318 chez le rat et 317 chez la souris correspondant &
I'isoforme 1 de RANKL. En effet, deux autres isoformes, RANKL2 et RANKL3 peuvent
étre générées par épissage alternatif et ont été décrites chez I'Homme comme chez
la souris 269, L'isoforme RANKL3 étant séquestrée dans la cellule, seules les isoformes
RANKLT et RANKL2 présentes a la membrane peuvent interagir avec le récepteur
RANK. Ceftte interaction s'effectue par le « TNF-family homologous domain» (de la
Pro'é4 & la Val’'3 chez I'Homme) présent dans la partie extracellulaire de la protéine
qui permet la reconnaissance et la fixation de RANKL & son récepteur. Ces isoformes
peuvent également générer une forme soluble extracellulaire par clivage
protéolytique par les enzymes TACE (TNF alpha Converting Enzyme) 270, MT1-MMP
(Membrane-Type 1 Matrix Metalloproteinase) 27!, MMP-7 272, MMP14 ou encore
ADAM 10 (A Disintegrin and Metalloprotease 10) 273 libérant ainsi le long domaine
extracytoplasmique pour une activation des précurseurs ostéoclastiques situés
distance.

De facon & inhiber I'expression de I'ensemble de ces isoformes, le dessin des
siRNAs est réalisé en ciblant la séquence codant le domaine extracellulaire de la

protéine commun aux 3 formes de RANKL.

1.3.2. Dessin des siRNAs ciblant Rank/ de souris et de rat

Deux séqguences distinctes de siRNA ont été élaborées a partir des séquences
communes aux transcrits de souris et de rat en suivant les observations de Reynolds
et al. Dans leur étude, ils ont en effet comparé les caractéristiques des séquences de
siRNA a leur efficacité afin d'en déduire des recommandations pour le dessin de
molécules efficaces 274 :

- Une faible proportion de paire de bases G/C sur la molécule double brin de

SIRNA

- Une stabilité en 3’ du brin sens inférieure a celle de I'extrémite 5’ de I'antisens.

Cette propriété de la molécule de siRNA permet de favoriser I'incorporation

du brin antisens complémentaire a la séquence d'ARNm ciblée dans le

complexe RISC (voir paragraphe 1.2.2 de I'infroduction bibliographique)
- L'absence de séguences répétées-inversées au sein de chaque brin afin
d’éviter un repliement du brin effecteur sur lui-méme empéchant sa fixation

sur le transcrit ciblé
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Figure 39 : Positionnement et séquences des siRNA-749 et -795 ciblant les transcrits
Rankl de souris et de rat. L'alignement des séquences étant réalisé a partir du codon
« start » de chaque transcrit, la numérotation indiquée ne correspondant pas a celle
du transcrit global étant donné que la partie 5’ UTR n'est pas prise en compte.

Recommandations | ;ona-749 | siRNA-795
de Reynolds et al
Proportionen G/C <50 33,3 38,1
(%)
Stabilité en 3° Infe:rleur,e a.c’elk’e de Identhue? Identhue?
Iextrémité 5 celleen 5 celleen5
Répétitions internes Aucune Aucune Aucune
Position 3 Adénine Uracile Uracile
Position 10 Uracile Cytosine Uracile
Position 13 Pas de guanine Guanine Uracile
Position 19 Adénine ou uracile Uracile Uracile

Tableau 7 : Analyses des deux séquences de siRNA dessinées de maniére a inhiber
les transcrits Rankl de rat et de souris selon les recommandations de Reynolds et al
274, | es éléments concordants avec ces recommandations sont indiqués en bleu.
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- La présence de certaines bases a des positions stratégiques sur le brin sens
(adénine en position 3, uracile en 10, une base autre que la guanine en 13 et

de préférence une base purique en 19).

Les siRNAs ont été désignés siRNA-749 et siRNA-795, les nombres représentant
la position de la premiere base ciblée a partir du premier codon sur le transcrit de
souris (NM_011613.3). D'apres le positionnement des séquences ciblées par les siRNAs
sur I'alignement entre espece des transcrits codant RANKL/Rankl, on notera que ces
séquences ne présentent pas une homologie de séquence parfaite avec le transcrit
humain (Figure 39 ci-contre). Les caractéristiques de ces deux siRNAs selon les

recommandations de Reynolds et al sont listées dans le tableau 7 ci-conftre.

14. Choix d'investigation

Avant d’envisager une injection in vivo de siRNAs ciblant I'expression de Rankl,
les deux siRNAs choisis ont été testés in vitro afin de sélectionner la séquence de
SIRNA la plus d méme de pouvoir inhiber I'expression de Rankl. Les cellules
d'ostéosarcome n'exprimant pas la cytokine en question dans les conditions de
culture, un modéle de cellules HEK (293) modifiées pour exprimer stablement la
protéine Rankl de souris 275 a été utilisé dans un premier temps.

La séquence la plus efficace pour inhiber I'expression de Rankl dans ce
modele cellulaire a été ensuite utilisée pour tester son efficacité in vivo dans les
modeéles d'ostéosarcome POS-1 et OSRGA. Comme précedemment, pour les
besoins de I'étude, le modele de rat OSRGA a été induit chez la souris nude de
facon a diminuer les doses de siRNAs et de liposomes injectés. Les résultats
d’inhibition post-transcriptionnelle étant dépendants de la demi-vie de la protéine
ciblée (voir paragraphe 1.3.1 de l'intfroduction bibliographique), le protocole
d'injection de siRNAs développé en ciblant I'expression de la luciférase firefly dont la
demi-vie est d'environ 4h chez les cellules de mammiféeres est parfaitement adapté
au ciblage de I'expression de Rankl. En effet, Rankl est considérée comme une
protéine a demi-vie courte puisque des études d'inhibition de la synthése protéique
par la cycloheximide ont montré une diminution de son expression par western blot
au bout de 6h dans le modéele de cellules HEK 275, De plus, la voie d'administration

intfra-tumorale est particulierement bien adaptée a un ciblage de Rankl puisque
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différents types cellulaires présents sur le site tumoral sont suscepftibles d'étre des
sources de la cytokine pro-résorptive : les cellules stromales ostéoblastiques et les
lymphocytes. Les cellules tumorales pourraient également représenter une source
non négligeable de Rankl mais cette preuve n'a pour I'instant pas été apportée
dans les modéles d'ostéosarcome POS-1 et OSRGA. C'est pourgquoi nous avons choisi
de cibler les cellules du microenvionnement tumoral dans son ensemble.

Enfin, les effets de I'inhibition de I'expression de Rankl ont été étudiés dans un
protocole de bi-thérapie associant les siRNAs a un agent de chimiothérapie

conventionnelle : I'ifosfamide.

Il est important de noter que dans la plupart des études menées en
oncologie qui montrent un ralentissement de la progression fumorale, des effets non
spécifiques des siRNAs et/ou de leurs vecteurs peuvent survenir. Ces effets non
spécifiques incluant notamment I'activation du systeme immunitaire peuvent en
effet induire une forte sécrétion de cytokines pro-inflammmatoires et d'interférons
pouvant étre & I'origine de I'effet thérapeutique observé (voir paragraphe 1.4 du
chapitre 1 des résultats). C'est pourquoi désormais, la composante immunitaire via le
dosage de ces cytokines (IFNa, IFNy, TNF, IL-6, IL-10 ou encore I'lL-12) et la
confirmation de [I'extinction de [I'expression de la protéine ciblée (par
immunohistologie, western-blotting ou gPCR) est devenue indispensable & la
validation d'une stratégie basée sur I'utilisation des molécules d’ARNi 276, Ces deux
aspects ont donc été pris en compte lors de I'administration de siRNAs ciblant

I'expression de Rankl dans les modéles murins d'ostéosarcome.
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2.ARTICLE 2 : manuscrit en cours d'écriture

L'inhibition de I'expression de Rankl prévient les Iésions
ostéolytiques associées au développement tumoral et
retarde la rechute associée a I'arrét des traitements de
chimiothérapie conventionnelle dans deux modeles murins
d’'ostéosarcome

Julie Rousseau, Virginie Escriou, Francois Lamoureux, Régis Brion, Julie Chesneau,
Séverine Battaglia, Daniel Scherman, Dominique Heymann, Frangoise Redini et

Valérie Trichet

Principaux résultats obtenus :
In vitro, la fransfection transitoire du siRNA-795 par la lipofectamine s'est

avérée étre plus efficace pour inhiber I'expression de Rankl au sein du modéle de
cellules HEK exprimant la cytokine. Ce siRNA-795 a ainsi été nommé RkI-siRNA. Cette
inhibition de I'expression de Rankl s'est également avérée efficace aprés association
du RkI-SiRNA avec le liposome RPR209120/DOPE dans ces mémes cellules. Aucun
effet direct des complexes Rkl-siRNA/liposome sur la prolifération et la viabilité des
cellules d'ostéosarcome n'a été observé apres transfection transitoire des cellules
POS-1 et OSRGA.

Dans le modele OSRGA, l'injection des RkI-siRNAs comparativement aux
tumeurs non fraitées et aux animaux ayant recu le siRNA contréle négatif (CT-siRNA
n'ayant aucune séquence cible) complexés sous forme de lipoplexes permet de
diminuer significativement la détection de la cytokine au niveau sérique par dosage
ELISA. Les études menées sur le modele ostéolytique POS-1 ont également montré un
effet protecteur de l'injection de ces siRNAs vis-a-vis de I'ostéolyse para-tumorale.
Cependant, cette inhibition de Rankl et la prévention des Iésions ostéolytiques n'était
pas associée 4 un ralentissement de la progression tumorale quelque soit le modele
étudié. Enfin, le dosage sérique de I'lIFNy, indicateur d'une réponse immunitaire innée
vis-a-vis des complexes injectés, a révélé une légére augmentation de concentration
apres injection des siRNAs mais cette augmentation s'est avérée mineure
comparativement a celle détectée dans des sérums de souris immunisées par des
vecteurs MVA (modified virus ankara, vecteurs dérivés du virus de la vaccine) connus
pour induire une forte réponse IFN 277, Ces études préliminaires nous ont permis de
montrer que l'injection des complexes RkI-siRNAs / liposome inhibe I'expression de

Rankl in vivo et diminue la résorption osseuse associée au développement tumoral.
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L'association des siRNAs ciblant I'expression de Rankl avec des cures de
chimiothérapie par injection systémique d'ifosfamide a montré un effet synergique
sur le développement de I'ostéosarcome. Cet effet s'est traduit par un retard
significatif de la rechute a I'arrét des traitements de chimiothérapie dans les deux
modeles murins utilisés. Dans le modele osétolytique POS-1, les analyses des données
du microscanner ont également montré une augmentation du volume osseux
spécifigue comparativement a des tumeurs contréles de volume équivalent. De plus,
les analyses immunohistologiques montrent des cellules positives pour I'expression de
Rankl regroupées au niveau des zones d'interface entre nécrose et tumeur en
prolifération dans le groupe CT-siRNA, alors que pour les tumeurs ayant recu des

injections de Rkl-siRNAs ces cellules sont plus dispersées voir inexistantes.

B : A suivre, le manuscrit en cours d’écriture et les figures associées
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Abstract

Purpose: The development of osteosarcoma, the most common malignant primary bone
tumor is characterized by a vicious cycle established between tumor proliferation and
para-tumoral osteolysis causing painful bone fragility. This osteolysis is mainly regulated
by the Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B Ligand (RANKL or TNFSF11).
Preclinical studies have demonstrated that Rankl blockade by soluble receptors is an
effective strategy to prevent osteolytic lesions leading to osteosarcoma inhibition. A new
therapeutic option could be to directly inhibit Rankl expression by small interfering RNAs
(RkI-siRNAs) and combine these molecules to chemotherapy in order to counteract more
efficiently the osteosarcoma development.

Methods: an efficient sSiRNA sequence directed against both mouse and rat mRNAs
coding Rankl was first validated at the protein level in a human foetal kidney 293 cell line
expressing constitutively the mouse Rankl mRNA. Two models of osteosarcoma were
then used to test Rkl-siRNAs efficiency in vivo: a syngenic osteolytic POS-1 model
induced in immunocompetent mice and a xenograft osteocondensant model of rat
OSRGA in athymic mice. In vivo, Rkl-siRNAs were administered in combination with the
cationic liposome RPR209120/DOPE associated or not with chemotherapy (ifosfamide).
Clinical, biological and bone parameters were analysed after sacrifice and immune-
histology was performed on tumor slices.

Results: intra-tumoral injections of Rankl-directed siRNAs reduced the local and systemic
Rankl production and protected bone from para-tumor osteolysis. Although Rkl-siRNAs
alone had no effect on tumor development in both osteosarcoma models, it significantly
contained tumor progression when combined with ifosfamide as compared to
chemotherapy alone. Osteosarcoma associated osteolytic lesions were less aggressive in
the RklI-siRNA treated groups (combined or not with ifosfamide) as compared to controls
and ifosfamide groups.

Conclusion: Our results indicate that sSiRNAs could be delivered using liposomes and
could thereby inhibit Rankl production in a specific manner in mouse osteosarcoma
tumors. Moreover the Rankl inhibition mediated by RNA interference strategy improves

the therapeutic response of primary osteosarcoma to chemotherapy.



Introduction

With an estimated incidence of 2 cases per million people per year, osteosarcoma is the
most frequent primary bone malignant tumor excluding hematopoietic intraosseous
tumors 2. Osteosarcoma generally affects young patients with a peak incidence at 18
years old 3. The unifying histologic feature found in all types and subtypes of
osteosarcomas is the presence of osteoid tissue produced by the neoplasic cells *. As these
tumors frequently penetrate and destroy the cortical substance of the bone and extend into
the surrounding tissues, a strong osteolytic activity is often associated with osteosarcoma
development. In spite of newly devised poly-chemotherapy courses combined with wide-
margin, limb-sparing surgery, osteosarcoma continues to confer a generally poor
prognosis in patients with lung metastasis at diagnosis or not responding to chemotherapy
(less than 30% survival rate) °.

The biological problematic of tumor development in bone relies on the existence of a
vicious cycle between bone resorption and tumour progression. Previous results obtained
by our group have shown the benefits of combining chemotherapy with an anti-bone
resorptive agent such as zoledronic acid ®. When zoledronic acid was combined with
ifosfamide in rat osteosarcoma, bone lesions have been reduced as expected from the

" Moreover a tumor

inhibitory effects of the bisphosphonates on osteoclast function
regression has been enhanced by the association of zoledronic acid with ifosfamide
compared to ifosfamide alone. The anti-tumor property of zoledronic acid could result
either indirectly from the lack of growth factors released from bone matrix by osteolysis
or directly from the apoptosis induction of osteosarcoma cells ®. These results have
provided the rationale for the French clinical trial “OS2006” designed to test Zometa®
courses combined to conventional chemotherapy and surgery. A favorable benefit-risk
ratio is reported for patients treated with bisphosphonates for bone-loss associated with
cancers, despite renal dysfunction and osteonecrosis of the jaw that occasionally occurred
with high doses of bisphosphonates **°. Furthemore, in treatment of pediatric cancers, the
use of prolonged bisphosphonate administrations could disturb the growth of long bones
113 The search for specific anti-resorptive agents is still needed.

The Receptor Activator of Nuclear Factor-kappa B Ligand (RANKL or Tumor Necrosis
Factor Superfamily member 11, TNFSF11) is the final effector molecule which ultimately
stimulates osteoclast differentiation, activation and survival **. This osteoclast-promoting

cytokine interacts with its receptor RANK (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily



member 11a, TNFRSF11A) which is expressed on the membrane of osteoclast precursors,
but RANKL is negatively regulated by its soluble decoy receptor, the Osteoprotegerin
(OPG or Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 11b, TNFRSF11B).
Thereby, RANKL is a common therapeutic target for various osteolytic diseases
associated or not with cancer *°. Specific neutralization of RANKL has been achieved by
either soluble RANK-1gG-Fc *°, or recombinant OPG ', or OPG-like peptidomimetic

administrations 8

in various pre-clinical models. A fully-human monoclonal antibody
directed against RANKL (Denosumab®) is currently under investigation in clinical trials
to treat patients with bone metastases *°.

In mouse and rat osteosarcoma models, the blockade of Rankl has been investigated by
over-expressing Opg or soluble recombinant Rank by gene transfer and has demonstrated
promising therapeutic applications for this pathology 2>?'. Another way to specifically
target RANKL is to directly inhibit its production using small interfering RNAs
(sSiRNAs). Since the RNA interference discovery by Fire in 1998 (2006 Nobel Prize),
siRNAs have emerged as an undisputed laboratory tool to knockdown a gene target and
siRNA-based medicines are now working their way into the clinic (17 clinical trials listed

from http://clinicaltrials.gov/ ?°). Because of large molecular weight and polyanionic

nature, naked siRNAs do not freely cross the cell membrane, and thus delivery systems
are required to facilitate its access to its intracellular sites of action. An efficient
formulation of TNF-a targeted siRNAs has been designed based on the cationic liposome
RPR209120/DOPE which proved to be efficient in restoring immunological balance in a
mouse arthritis model following intravenous injection 2%, The same siRNA formulation
has been adapted for specific sSIRNA-mediated gene silencing in osteosarcoma models by
targeting luciferase expression %. We have defined a siRNA injection protocol efficient to
downregulate a target gene and associated with no unspecific inhibition of the
osteosarcoma growth when the targeted gene is not implicated in cell proliferation.

In the present study, we investigated the effects of sSIRNAs which were designed to target
mouse and rat Rankl transcripts and formulated with the cationic liposome
RPR209120/DOPE in two models of murin osteosarcoma. The decrease of Rankl in
serum and at tumor site following Rankl-directed siRNA (Rkl-siRNA) injections protected
bone from osteolysis but had no significant effect on tumor growth. In contrast when
associated to conventional chemotherapy (ifosfamide), Rkl-siRNAs were more efficient to
inhibit osteosarcoma growth than chemotherapy alone. Moreover, tumor relapse observed

after the last ifosfamide cure was delayed by RkI-siRNA injections as compared to


http://clinicaltrials.gov/

control-siRNA ones.



Materials and methods

Cell lines and viability analyses

Cell lines. The POS-1 cell line originally isolated from a spontaneous osteosarcoma
developed in the mouse C3H/HeN strain, was a kind gift from Dr A Kamijo *°. The cells
were cultured in RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Lonza, Verviers, Belgium) with
10% FBS (foetal bovine serum, Hyclone Perbio, Bezons, France). The OSRGA cell line
corresponds to a transplantable rat osteosarcoma model originally induced by radiation
2128 The cell line designed 293RL was a kind gift from Dr R Josien and derived from the
human foetal kidney 293 cell line which has been modified to express constitutively the
mouse Rankl mRNA. OSRGA and 293RL cells were cultured in DMEM (Dubecco’s
Modified Eagle’s Medium, Lonza) supplemented with 10% FBS. The LucF-POS-1 and
LucF-OSRGA osteosarcoma cells have been modified to express the firefly luciferase
gene as previously described .

Mitochondrial activity. The mitochondrial activity was determined by a colorimetric assay
using  sodium  3'[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro-
)benzene sulfonic acid hydrate (XTT) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany). Two thousand cells per well were seeded into 96-well plates and cultured for
48 hours in culture medium after siRNAs transfection as compared to untransfected cells.
After the culture period, XTT reagent was added to each well and incubated for 5 hours at
37°C; absorbance was then read at 490 nm using a 96-multiwell microplate reader.

In vitro luciferase activity. The luciferase activity was measured on seeded cells thanks to
the « Steady-Glo® Luciferase Assay System » (Promega, Charbonniéres, France) which
contain lysis buffer and D-luciferin. One hundred microliters of solution were added on
cultured cells and after 5min the absorbance was read during 10 seconds per well.

Experimental osteosarcoma models

All animals used for in vivo experimentations were housed under pathogen-free
conditions at the Experimental Therapy Unit (Faculty of Medicine, Nantes, France) in
accordance with the institutional guidelines of the French Ethical Committee
(CEEA.PdL.06) and under the supervision of authorized investigators.

Tumor induction. The mice were anesthetized by inhalation of an isoflurane-air mixture (2

%, 0.2 L/min) prior to any surgical procedures. Four-week-old male C3H/HeN mice



(Elevages Janvier, Le Genest Saint Isle, France) or four-week-old male nude NMRI mice
(Elevages Janvier) were used for POS-1 or OSRGA tumor induction respectively. A 5
mm section was performed in naive mice to open the muscle along the tibia. Tumor
fragments (2x2x2 mm?) excised from a donor mouse were transplanted into naive mice,
then muscular and subcutaneous wounds were sutured. The tumor volume was quantified
by measuring 2 perpendicular diameters with a caliper and calculated with the formula:
(I2xL)/2 where | is the smallest and L the largest diameter.

Samples. Blood samples were drawn by intracardiac puncture under deep anesthesia just

before euthanasia. Tumor and bone samples were collected for histology analyses.

siRNAs

The customer-specified oligonucleotide duplexes (GAUCUCUAACAUGACGUUALt
annealed with UAACGUCAUGUUAGAGAUCLtt and GAUGGCUUCUAUUACCUGULt
annealed with ACAGGUAAUAGAAGCCAUCItt) target Mus musculus Rankl mRNA
(NM_011613) at start-positions 749 and 795 respectively. A control siRNA duplexe
(UUCUCCGAACGUGUCACGULtt annealed withn ACGUGACACGUUCGGAGAALL)
which did not show significant homology to any mouse or rat mMRNA sequence according
to BLAST database searches was used as a negative control and designed CT-siRNA. A
positive control siRNA duplexe targeting the luciferase expression was designed LucF-
siRNA (sequences in Rousseau et al., 2010 %). All siRNAs were purchased from
Eurogentec (Angers, France).

Transfection with INTERFERiIn™. Rkl-749 and RkI-795 siRNAs were transfected at 10
nM with 3 pl of INTERFERIN™ (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France). Rankl
production was then analysed on cell lysates by Western blotting 48 hours after
transfection.

Transfection with cationic liposome. The siRNAs were combined with carrier DNA (a
plasmid containing no eucaryotic expression cassette) and the cationic liposome
RPR209120/DOPE with the same amount of plasmid DNA pre mixed with siRNAs
before addition of the cationic liposome. A ratio of 6 nmols of cationic liposome per pug of
nucleic acid was used as determined in previous experiments *°. Fifty percent confluent
cells were transfected in triplicate with 0.3 pg of siRNAs formulated in lipoplexes. The
transfection efficacy was then controlled after 48 hours on cell lysate by Western blotting
as described below.

In vivo injections. Groups of 8 mice transplanted with POS-1 or OSRGA osteosarcoma



fragments as described above were assigned as vehicle (NaCl injection), CT-siRNA, RKkI-
siRNA. Preliminary results have already validated a protocol for efficient sSIRNA delivery
in vivo based on the intra-tumoral injection of 2.5 pug siRNA combined with cationic
liposomes at a 6-charge ratio, 3 times a week 2°. The combined chemotherapeutic cure
consisted in 3 consecutive i.p. injections of ifosfamide (ASTA Medica laboratories,
Mérignac, France) at 24 hours intervals per week: 3 injections of 60 mg/kg during 3
weeks and 6 mg/kg during 2 weeks for POS-1 and OSRGA model respectively.

Rankl detection

Western blotting. Transfected cells were lysated with a lysis buffer (150 mM NaCl, 5 %
Tris, pH 7.4, 1 % Nonidet P-40, 0.25 % Na deoxycholate, 1 mM NazVO,, 0.5 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 pug/ml leupeptin, and 10 pg/ml aprotinin). Total protein
concentrations were determined using the bicinchoninic acid (BCA, Sigma, St Quentin-
Fallavier, France) based method. Twenty micrograms of total cell lysate proteins was run
on a SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and then electrophoretically transferred to
Immobilon-P membrane (Millipore Corporation, Billerica, MA). The membrane was
blotted with mouse antibodies to Rankl (A5060, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and
rabbit anti-mouse actin was used as loading control (40940, Active Morif, Rixensart,
Belgium) in PBS, 0.05 % Tween and 3 % bovine serum albumin. The membrane was
washed and probed with the secondary antibody (anti mouse and rabbit respectively)
coupled to horseradish peroxidase. Antibody binding was visualized with the enhanced
chemoluminescence system (SuperSignal West Dura kit; ThermoScientific, Rockford,
USA).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Quantifications of Rankl in serum isolated from
blood samples were performed with the DuoSet® Mouse TRANCE/TNFS11 kit (R&D
System, Lille, France).

Immunohistochemistry. Tumor tissues were fixed in 4% buffered formaldehyde during
one week before embedding in paraffin. Three um thick sections were deparaffinized in
OTTIX PLUS (Xylen and alcohol substitute, DiaPath, Martinengo, Italy) and hydrated
through graded alcohol. All the following steps were then performed using the
Autostainer 360-2D (Microm Microtech, Francheville, France). Endogenous peroxidase
was removed using 3% H,0, in water for 10 min then blocked with 4% bovine serum
albumin for 15 min. Tissue sections were incubated with diluted goat anti-RANKL(N19)

primary antibody (1:30 Santa Cruz, Heidelberg, Germany) for 1 hour. Sections were



washed in PBS and incubated again at room temperature with biotin-conjugated anti-goat
secondary antibody (Vector laboratories, Burlingame, CA) for 30 min. After washing,
sections were incubated with streptavidin-conjugated horseradish peroxidase for 30 min at
room temperature. Immunodetection was analysed using AEC (3-Amino-9-
ethylcarbazole, Sigma-Aldrich) and counterstained with Mayer hematoxylin. All pictures
were assessed by light microscopy using DMRXA microscope (Leica, Nussloch,

Germany).

Immune response

To assess the possible immune system activation through lipoplexe (siRNA plus cargo
plus cationic liposome) injections in mice, the interferon-gamma concentration was
measured on 50 pL of blood serums thanks to the Mouse IFN-y ELISA Kit II (BD
biosciences, Le Pont de Claix, France). Serums from mice that have received Modified
Vaccinia virus Ankara (MVA) empty vectors known to induce an interferon-gamma

response > were used as positive controls.

Bone parameters analyses

Microscanner analyses. Bone architecture was analyzed for tumor-bearing and naive
tibias using the high-resolution SkyScan-1072 X-ray micro-computed tomography system
(SkyScan, Kartuizersweg, Belgium). All tibias were scanned at necropsy using the same
parameters: 18 um of pixel size, 50 kV, 0.5 mm Al filter, 0.8° of rotation step. Three-D
reconstructions and analysis of bone parameters were performed using ANT and CTan
softwares (Skyscan) respectively. Calculation of tibia relative bone volume [cortical bone
volume / total volume): (BV/TV)] were performed on 8 mm of tibia length from the
perone insertion. This area corresponds to bone in close contact with osteosarcoma tumors
and excludes trabecular bone.

Trap staining. Tumor bearing tibias were fixed in 10% buffered formaldehyde and
decalcified by continue electrolysis during 72 hours before embedding in paraffin.
Transversal 3 pum thick sections obtained from the tibia area were stained for tartrate-
resistant acid phosphatase (Trap) to identify osteoclasts by 1-hour incubation in a 1
mg/mL naphthol AS-TR phosphate, 60 mmol/L NN-dimethylformamide, 100 mmol/L
sodium tartrate, and 1 mg/mL Fast red TR salt solution (all from Sigma Chemical Co.)

and counterstaining with hematoxylin.



Statistical analyses

All analyses were performed using GraphPad InStat v3.02 software. In vitro
experimentation results were analysed with the unpaired nonparametric Mann-Whitney U
test using two-tailed P values. Results are given as mean + SD and results with p<0.05
were considered significant. Results of in vivo experiments were compared between RKI-
siRNA and CT-siRNA groups thanks to a nonparametric T test, one-tailed P value and are

shown as mean = SEM with p<0.05 considered significant.
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Figure 1: In vitro validation of Rankl-directed siRNAs formulated in lipoplexes. (A)
HEK 293 cells modified to express mouse Rankl were transfected with CT-siRNAs, RKkI-
749 or -795 siRNAs combined with INTERFERiIn™ or RPR209120/DOPE. Rankl was
detected by Western blotting on cell lysates performed 48 hours after transfection and
compared to untransfected cells (CT). (B) Osteosarcoma cell lines modified to express the
luciferase (LucF-OSRGA and LucF-POS-1) were transfected with LucF- or Rkl-795
siRNAs combined with RPR209120/DOPE. The cell metabolism was analysed 48 hours
after transfection by measuring the luciferase activity and the mitochondrial activity in a

XTT assay (absorbance at 490 nm).



Results

Identification of a highly efficient siRNA sequence to reduce Rankl production in
vitro

Two customer-specified siRNAs were designed to inhibit both mouse and rat Rankl gene
expression by targeting two 19-nucleotide mMRNA sequences which share 100% sequence
identity between species and are preceded by two Adenines. Additionally the selected
sequences starting at positions 749 and 795 in Mus musculus gene NM_011613 matched
with several criteria of potent siRNAs following the guideline of Reynolds et al. *: a low
G/C content (respectively 33.3 and 38.1%), an absence of internal repeats, no G in
position 19 and 13 and no C in position 19. The 749-start sense strand contains 3 A/U in
positions 15-19 but no U in position 10, while the 795-start sense strand contains only 2
AJU in positions 15-19 but an U in position 10.

Rankl-directed siRNAs (Rkl-siRNAs) were transiently transfected with INTERFERiIin™
into 293RL cells which constitutively express the mouse full length Rankl mRNA. The
silencing efficiency of RkI-siRNAs was measured by Western blot detection of Rankl
protein and was compared to Rankl detection in 293RL cells untransfected or transfected
with CT-siRNAs which have no target in mouse or human cells. The siRNAs with the
sense strand starting at position 749 induced a slight reduction of Rankl compared to
untransfected or CT-siRNA-transfected 293RL cells. In contrast, Rankl was almost
undetectable by Western blotting when cells were transfected with the siRNAs containing
the sense strand starting at position 795 (Figure 1A, left panel). This more powerfull RKI-
795 siRNA (next named RkI-siRNA) was always efficient when formulated in lipoplexes
with the cationic liposome RPR209120/DOPE (Figure 1A, right panel).

The down-regulation of Rankl by RkI-siRNAs was not tested in vitro on the mouse and rat
osteosarcoma cells because these cells do not express Rankl under basic culture
conditions °. However, we checked whether the RkI-siRNA lipoplexes have a direct
effect on the viability of the mouse LucF-POS-1 and rat LucF-OSRGA osteosarcoma cells
by measuring luciferase and mitochondrial activities. LucF-OSRGA and LucF-POS-1
cells were efficiently transfected as the luciferase activity was reduced by 60% and 35%
respectively with siRNAs directed against luciferase mMRNA (Figure 1B, left panel). Using
the same transfection conditions, the Rkl-siRNA lipoplexes did not change the luciferase
activity (Figure 1B, left panel) nor the mitochondrial activity measured by XTT assays
(Figure 1B, right panel) as compared to these of LucF-OSRGA and LucF-POS-1 cells
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Figure 2: In vivo validation of RkI-siRNAs formulated in lipoplexes. (A) Rankl
concentration was measured by ELISA assay on blood samples from OSRGA tumor-
bearing mice after 3 weeks of treatment. Individual measures are presented as dots and
mean concentrations (line) are shown for the groups treated with vehicle, CT-siRNA or
RklI-siRNA lipoplexes. Asterisk and NS indicate a significant difference (P<0.05) or a non
significant difference respectively (B) Mean tumor volumes (line) and individual
measures (dots) are shown for OSRGA tumor-bearing mice treated with CT-siRNA or
RkI-siRNA lipoplexes. (C) One representative tibia is shown for a mouse bearing no
tumor (naive) or a POS-1 tumor-bearing mouse of each treated group (vehicle, CT-siRNA
and RKI-siRNA). Microscanner analyses were performed to evaluate the specific bone
volume (BV/TV). (D) Interferon-gamma concentrations were measured by ELISA assay
on blood samples from POS-1 tumor-bearing mice treated with vehicle, CT-siRNA or
RkI-siRNA lipoplexes (n=8) and compared to mice (n=3) injected with Modified Vaccinia
virus Ankara empty plasmid (MVA). Individual measures are presented as dots and mean

concentrations as lines.



untransfected or transfected by LucF-siRNA lipoplexes. Moreover, cell counting after
trypan blue staining (data not shown) confirm that in vitro proliferation of mouse and rat

osteosarcoma cells were not affected by Rkl-siRNAs lipoplexe transfections.

Rankl-directed siRNAs injected alone have no effect on tumor growth, but reduce
osteosarcoma induced osteolysis.

When the rat OSRGA tumor was induced in a nude mouse, we observed a measurable
concentration of Rankl in blood serum, in contrast the Rankl level remains low in serum
of C3H/HeN mouse bearing POS-1 tumor. In a first attempt, we took advantage of this
OSRGA model to test the silencing efficiency of Rkl-siRNAs by following Rankl in blood
serum. Mice were transplanted with OSRGA tumor fragment and three groups were
constituted: NaCl considered as untreated (vehicle), CT-siRNA and RkI-siRNA groups.
The siRNA treatment was based on the optimized protocol previously described which
consists in 3 intra-tumoral injections of 2.5 pg complexed siRNAs per week, the first
injection beginning at the time of the tumor clinical detection *°. Despite variability in
Rankl level between each animal, the RkI-siRNA injected mice showed a decrease in
systemic Rankl concentration of 48.5% as compared to the CT-siRNA group after 3
weeks of treatment (Figure 2A). However, the Rankl-down regulation was not associated
with OSRGA tumor growth modulation. Indeed, the progression of tumor volume was
similar between the RkI-siRNA and the CT-siRNA groups (Figure 2B).

Anti-bone resorptive effects are difficult to quantify in the OSRGA model because
osteolysis is masked by the strong osteogenic lesions on tumor bearing tibia. To test
whether Rankl-down regulation by Rkl-siRNAs could have a specific inhibitory effect on
bone resorption, we next injected siRNAs with the same protocol as previously used for
OSRGA tumors in the mouse osteolytic POS-1 model. Similarly to previous observations,
the RkI-siRNA injections alone did not modify the tumor growth (data not shown).
However the micro-architecture analysis of a representative tibia for each group showed a
protective effect of Rkl-siRNAs against the tumor-induced bone lesions as compared to
CT-siRNA or vehicle treated groups (BV/TV of 54.3% versus 48.4% and 47.9%
respectively, Figure 2C).

Additionally, the production of interferon-gamma, which could be due to immune innate
and/or adaptive response and corresponds to an unspecific off-target effect of siRNAs,
was quantified in the blood serum of mice. As compared to the vehicle group, we

observed a 10-fold increase of interferon response associated to vectorised sSiRNA
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Figure 3: RkI-siRNA injections combined with ifosfamide in the osteolytic POS-1
osteosarcoma model. C3H/HeN mice were transplantated with POS-1 tumor fragment
and devided in 4 groups: vehicle (NaCl injections) associated or not with ifosfamide
treatment, CT-siRNA and RkI-siRNA groups were both combined with the
chemotherapeutic agent. Because individual start of treatment was performed for each
animal, results are shown as the tumor growth since the first SIRNAs injection day (A).
The mean tumor volume evolution of each group after 3 cures of ifosfamide (represented
with arrows) is shown and calculated as a percentage with the following formula: (Tumor
volume at day 25 — Tumor volume at day 13)/ Tumor volume at day 13 (B). Asterisks
indicate significant differences between CT- and RKkI-siRNA groups (p<0.05) for (A) and
(B). (C) Microscanner analyses and BV/TV percentage calculations were performed.
Mean BV/TV %, standard deviation (SD) and animal number (n) are indicated for each

treated group divided in three groups of tumor volume values.



injections in C3H/HeN mice bearing POS-1 tumor, while a 150-fold increase was
observed in same strain mice injected with MVVA empty vectors (Figure 2D). Same results
were noticed for the OSRGA model induced in nude mice with a 3-fold increase of IFN
concentration after vectorised siRNA injections. This increase was 35-fold reduced as

compared to the one observed in animals that received MV A vectors (data not shown).

In an osteolytic osteosarcoma model, Rankl-directed siRNAs enhanced tumor
response to chemotherapy and slowed tumor regrowth after chemotherapy arrest.
Because the RkI-siRNAs enabled to protect bone from osteolysis induced by

osteosarcoma, we next asked whether the RkI-siRNAs could enhance the chemotherapy
effects. Therefore, new experiments using the POS-1 osteolytic osteosarcoma model were
conducted combining the RkI-siRNAs with the chemotherapeutic agent ifosfamide which
was already shown to slowdown tumor progression in the same osteosarcoma model for
approximatively 50% 2°.

The results presented in figure 3A clearly demonstrated a significant decrease of the mean
tumor volume in the three groups of mice treated with ifosfamide (ifosfamide associated
with either vehicle, CT-siRNAs or RkI-siRNAs) as compared to the control group
(vehicle) as early as day 9 after POS-1 tumor treatment beginning, when two courses of
ifosfamide have been administered at day 1 and day 8. At day 14 and during the last
ifosfamid course (between days 15 and 17), the mean tumor volume of mice treated with
ifosfamide plus RkI-siRNAs was significantly lower than those of mice treated with either
ifosfamide alone or plus CT-siRNAs (p<0.05, Figure 3A). This result indicated an
additive effect of RkI-siRNA injections to chemotherapy response as compared to CT-
SiRNA injections. The last course of ifosfamide was administrated at days 15, 16 and 17,
while the vehicle, CT-siRNA and RklI-siRNA injections were continued. After the last
ifosfamide course, the tumors of mice treated with vehicle or CT-siRNAs grew faster than
those of mice treated with Rkl-siRNAs until the end of the experiment at day 28 (p<0.05,
Figure 3A). This slower tumor progression induced by the RkI-siRNA injections is
evidenced in figure 3B which presents the averages of relative tumor progression in each
group for each animal between day 13 and day 25 corresponding to tumor relapse.

The effects of Rkl-siRNAs were also analysed at the bone level by micro-scanner analyses
(Figure 3C). Bones in contact to a tumor with volume greater than 1500 mm® were
associated with a low specific bone volume as compared to tibia of naive mice: mean
BV/TV of 44%, 41.5% or 51.4% respectively for the groups treated with vehicle or
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Figure 4: Trap and Rankl detection after RKI-SiRNA injections in POS-1
osteosarcomas. One representative photomicrograph of histology analyses is shown for
the group of POS-1 tumor-bearing mice treated with ifosfamide plus CT-siRNAs or the
one treated with ifosfamide plus Rkl-siRNAs. (A) Trap staining was performed to identify
osteoclasts at the interface between tumor and cortical bone (B). (B) Immuno-detection of

Rankl was performed in tumor tissues.



ifosfamide or ifosfamide plus CT-siRNAs versus 66.1% for tibia without tumor. In
contrast; small tumors (volume less than 200 mm®) were associated with weak bone
lesions with specific bone volumes identical or slightly increased as compared to tibia of
naive mice (mean BV/TV of 67.6%, 69.1% or 69.5% respectively for the groups treated
with vehicle, ifosfamide or ifosfamide plus CT-siRNAS). Intermediate specific bone
volumes (57.9% to 66.8%) were calculated for tumors of intermediate size (between 200
to 1500 mm?). The group treated with ifosfamide plus Rkl-siRNAs did not present tumor
greater than 1500 mm? and showed the highest specific bone volumes: 72.7% and 74.3%
for tumor volumes of 200 to 1500 mm?®or less than 200 mm? respectively. Overall, these
values highlighted a marked osteolysis for mice bearing big tumor and demonstrated the
efficiency of RkI-siRNAs toward bone degradation as evidenced by the more elevated
BV/TV ratio in this group as compared to all other groups even to the naive mice.

This prevention of para-tumoral osteolytic bone lesions was associated to a decrease of
osteoclastic cells detected by Trap staining for Rkl-siRNA treated tumors as compared to
the control group treated with ifosfamide plus CT-siRNAs (Figure 4A) and as compared
to other control groups (vehicle, ifosfamide plus vehicle or naive tibia; data not shown).
This decrease of osteoclast number was observed only in close contact between tumor and
tibia metaphyses that corresponds to the site of lipoplexe injections, while numerous
osteoclasts were still detected by Trap staining wihin the epiphyses near growth plates
(Figure 4A).

The immunohistochemistry detection of Rankl revealed Rankl positive cells within the
tumor samples of mice treated with ifosfamide plus CT-siRNAs, especially at the
interface of necrotic areas and proliferative areas of tumors (Figure 4B). In contrast for
mice treated with ifosfamide plus RkI-siRNAs, the Rankl positive cells were not detected
within small tumors (volume less than 200 mm?®) and were less abundant and more
dispersed within larger tumors than their counterparts in mice treated with ifosfamide plus
CT-siRNAs. These results suggested that RkI-siRNA injections have effectively down-
regulated the Rankl production within osteosarcomas and have inhibited the osteoclast

differenciation at the bone-tumor interface.

In an osteogenic osteosarcoma model, Rankl-directed siRNAs induced tumor
regrowth delay after cessation of chemotherapy.
We next investigated the effect of Rkl-siRNAs combined with ifosfamide in a model of

osteosarcoma which induces osteolytic lesions together with predominant osteogenic
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evaluated on blood serums by ELISA assay. Asterisks show statistically differences
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and BV/TV percentage calculations were performed. Mean BV/TV %, standard deviation
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ones as observed in patients. To this aim, rat OSRGA cells were used to induce
osteosarcoma in nude mice as previously described . As shown in the figure 5A, the
courses of ifosfamide were highly efficient to stop the tumor development in the three
treated groups of mice (ifosfamide associated with either vehicle, CT-siRNAs or RKkI-
siRNAs) as compared to the untreated group (vehicle) as early as day 9 after OSRGA
tumor treatment beginning. Thirteen days after the last ifosfamide injection, the animals
with prolonged injections of RkI-siRNAs showed smaller tumor volumes than those with
prolonged injections of vehicle or CT-siRNAs. Moreover, the RkI-siRNA-treated tumors
grew significantly slower from day 42 until day 54 as compared to the two control groups
previously treated with ifosfamide (Figure 5A).

At the end of the experiment, the concentration of Rankl was measured in blood serum for
each animal. As presented in figure 5B, all mice (n=8) treated with ifosfamide plus RKkI-
siRNAs showed lower Rankl concentration (less than 6pg/mL) than mice treated with
ifosfamide plus vehicle or plus CT-siRNAs. These observations could result both from the
down-regulation of Rankl expression by RNA interference or from the moderate
development of tumors in the group of mice treated with Rkl-siRNAs.

Despite visible bone remodeling induced by the tumor development, the BV/TV
calculations showed no difference for untreated tumors (50.6 and 51.5 % for tumor
greater than or less than 900 mm?® respectively) as compared to the naive bone (53 %)
(Figure 5C). These results highlight the difficulty to discriminate the cortical bone from
the ectopic bone formation by OSRGA tumor itself. Ifosfamide treatments may have
induced a slight gain of bone (55.4 and 57.3 % for ifosfamide alone; 54.0 and 53.5 % for
ifosfamide plus CT-siRNASs injections). The tibias of animals treated with ifosfamide plus
RklI-siRNAs seemed to exhibit a greater BV/TV of 63.3% for tumors greater than 900
mm?® and 59.8 % for small ones. Therefore the RkI-siRNA injections enabled to inhibit
Rankl production in serum and to contain osteosarcoma progression even when the bone

formation is predominant compared to the osteolysis.



Discussion

The central role of the proresorptive cytokine RANKL make it an attractive therapeutic
target in anti bone resorption strategies in order to limit tumor proliferation at tumor bone
site and enhance tumor cell response to anti-tumoral agents *>***2. Our study showed a
new methology for specific inhibition of RANKL production in bone tumor
microenvironment. Indeed, our results validated a designed siRNA sequence which was
efficient to decrease local and systemic Rankl production in the osteolytic POS-1 and the
osteogenic OSRGA animal models respectively. This inhibition was associated to a
decrease of Rankl function showed by the prevention of para-tumoral osteolytic lesions.
Moreover, siRNA molecules present some advantages of chemicals molecules and others
of proteins and antibodies, the two types of anti-bone resorption agent already developed
in clinic. Like therapeutic proteins (OPG) and antibodies (Denosumab®), siRNAs show a
stronger affinity and specificity to their target in contrast to chemical molecules such as
Zometa®. Moreover, as compared to the recombinante OPG or Denosumab®, siRNAS
are easier and less expansive to produce. Finally, the identification of efficient SIRNAs
and pharmaceutical development is faster than other anti-bone resorption strategies >,
Indeed, the design of two SiRNA sequences directed against Rankl transcript and
following Reynolds et al criterias *° was sufficient to identify an efficient sequence.
Furthermore, instead of blocking RANKL in the tumor microenvrionnemnt SiRNAS

directly inhibit its production.

The efficiency of siRNAs in vivo transfection was optimized by the association of nucleic
acid with a cationic liposome (RPR209120/DOPE) in a protocol that was not associated to
any unspecific effect on tumor cell themselves by targeting a reporter gene which was not
involved in tumor proliferation or death . Indeed, the efficient activation of RNA
interference pathway in osteosarcoma cell lines modified to express the luciferase gene by
transfection with LucF-siRNA lipoplexes or Rkl-siRNA ones was not associated with any
effects on cell viability and proliferation. However the injections of lipoplexes that
contained 2.5 pg of RKkI-siRNAs were efficient to decrease Rankl production and
prevented from para-tumoral osteolysis but this inhibition of bone resorption had no effect
on osteosarcoma tumor proliferation even if several experiments showed a tendancy of
tumor slowdown (data not shown). The increase of siRNA quantity could improve this
effect on tumor progression itself but could be associated to unspecific effects. These

effects may result from the activation of innate immune response through nucleic acid



recognition by Toll Like Receptor (TLR) 3, 7 and 8 in immune cells ** or Melanoma
Differenciation Associated gene (MDA) — 5 in other cells * that induce IFN secretion.
This IFN response is associated to a complete inhibition of protein synthesis and total
RNA degradation without any relationship with the targeted transcript through protein
kinase R and RNase L activation respectively *°. Furthermore, the cationic liposome could
also be associated to toxicity especially by modifying lipid organization in the cell
membrane that could be associated to cell necrosis. The transfection efficiency of these
particules was optimized by the addition of a DNA cargo which has minor effect on
lipoplexe structure but allows a better dissociation (Rhinn, 2009). Unfortunetely, this
DNA cargo in lipoplexes formulation should be replaced for a clinical development of the

particules.

We can not exclude the possibility of RkI-siRNAs efficiency to slowdown alone
osteosarcoma tumor progression as observed by overexpression of OPG or RANK-Fc
2021 hut the quantity of nucleic acid injected is limited to their possible effects on immune
system and the possible necrosis due to the use of cationic liposomes. One possibility to
improve RkI-siRNA efficiency without any increasing of siRNA dosage and injection
frequency is to accumulate lipoplexes particules to the target cells. Moreover, the local
administration of siRNAs used in this study was efficient to interfere with Rankl
production but is limited to accessible and detected tumors and does not prevent
micrometastases development in a second bone site. The active development of vectors
for gene transfer and their modifications for blood stability and for delivery improvement
to target tissues or cells allows to consider a specific inhibition of RANKL expression
localized to the tumor site after systemic injection of vectorised RANKL targeting
siRNAs. Because of the great amount of positive charges present as the surface of the
cationic lipoplexes they can interfere with blood proteins inducing a lower transfection
efficiency and the formation of aggregates associated to embolism. The use of
polyethylene glycol (PEG) to mask the positive charges showed a better stability of the
particules after systemic injections '(Garinot, 2007). This option could be associated or
not to the presence of a specific ligand for an accumulation of lipoplexes particules at the
tumor bone site *®. Indeed, after intravenous injections lipoplexes accumulate in lungs,
liver and rate **. Mouse sarcomas are known to express avp3 integrins which present an
affinity for RGD peptides (Arg-Gly_Asp). The expression of these integrins was also

noticed in Sa0S2 human osteosarcoma model induced in nude mice *°. Moreover, the use



of these peptides was already performed in a context of vectorisation in tumor imaging **.
The specific delivery of lipoplexes to osteosarcoma tumors after intravenous injections
will prevent from undesirable effect associated to a systemic RANKL decrease that could
affect bone growth, immune and vascular functions of the cytokine. This vectorisation
will also prevent from unspecific effects of SIRNAs on immune system activation but also
from saturation of RNAIi mechanism. Indeed, several studies showed the possible
competition between endogeneous pathway of RNAI mediated by microRNAs and high

dosage of exogeneous synthetic SIRNAs for incorporation in RISC complex.

Numerous preclinical and clinical data highlight the role of molecular and cellular
interactions of tumor cells with the microenvironment in influencing cancer growth,
survival, invasiveness and dissemination. In the context of tumor development in bone,
like osteosarcomas, the use of anti-bone resorption molecules could improve the survival
by containing tumor proliferation but these different strategies could not replace
chemotherapeutic agents because they have no effect on tumor cells themselves and will
not be able to prevent and treat metastases in soft tissues. In this context, OPG
administration in a human bone metastases model enhanced therapeutic effect of an
antibody targeting the Epidermal growth factor receptor implicated in cell growth and
death 3. This protein also improved the response of prostate cancer bone metastases to
docetaxel known to induce a cell cycle arrest and apoptosis of tumor cells *. In the
French clinical trials of osteosaroma treatment OS2006, the injections of zoledronic acid
are associated to conventional chemotherapy. In our study, the association between RKI-
siRNA injections and ifosfamide cures showed a synergistic effect on containing tumor
progression and delay tumor relapse by constant administration of siRNAs. In this
context, the association of an anti-bone resorption siRNA and an anti-tumoral one offers
new interesting opportunities to develop bi-therapy protocols. Somes preclinical studies
on osteosarcoma tumors already validated RNA interference molecules targeting genes
implicated in tumor metabolism like the Glucose transporter protein 1 “?, cell cycle with
inhibition of stathmin production ** or apoptosis by targeting Bcl-2 . This offers new
opportunities for multitargeting in a context of tumor development at bone site by the
injection of lipoplexes containing an anti-resorptive siRNA and an anti-tumoral one. This
possibililty to complex several siRNAs in the same lipoplexe was already performed by
Khoury et al study in which 3 vectorised siRNAs targeting 3 different transcripts (with
the same cationic liposome RPR209120/DOPE used in our study) improved significantly



the clinical patern of murin arthritis as compared to each vectorised siRNA alone .

Moreover, the use of siRNAs allows to inhibit the expression of new target for which no

chemical molecules or antibodies are yet developed .
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3.CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus montrent qu'il est possible d'inhiber de maniére
spécifique I'expression d'une protéine impliquée dans la cancérogenése de
I'ostéosarcome par une stratégie d'ARN interférence. Ainsi le ciblage de Rankl par
des siRNAs complexés avec le liposome RPR209120/DOPE permet une inhibition
significative de son expression sans réponse interféron significative. Cette inhibition
prévient les lésions ostéolytiques associées au développement tumoral et améliore
les effets de I'ifosfamide dans un protocole de bi-thérapie.

Cependant, ces résultats ont été obtenus apres injection locale de siRNAs,
I'étape suivante consiste a établir un protocole d'administration des complexes
siRNAs / liposomes par voie systémigue de maniere a se rapprocher au plus prés d'un
protocole clinique chez I'Homme. En effetf, I'application de siRNAs en oncologie
implique une action sur les différents sites tumoraux, sites qui ne sont pas toujours

accessibles sans chirurgie.

L'optimisation de ce protocole passe notamment par un adressage efficace
des lipoplexes jusqu'au tissu cible, a savoir le microenvironnement tumoral de
I'ostéosarcome. Ceci impligue une stabilité des complexes dans la circulation
sanguine, un échappement au systéme de surveillance immunitaire et I'arrivée d'un
fort pourcentage de molécules injectées sur le site ciblé.

De par le rapport de charge utilisé pour produire les lipoplexes, ces particules
présentent a leur surface une quantité importante de charges positives. La présence
de ces charges utiles d la complexation des acides nucléiques et le passage de la
membrane plasmigue représente cependant un obstacle & leur administration par
voie sanguine. En effet, une administration par voie intraveineuse peut conduire a
I'interaction des lipoplexes avec des protéines sériques ou des cellules sanguines
circulantes ce qui entraine la formation d'agrégats qui inhibent la transfection et
peuvent conduire & une embolisation au niveau de la microcirculation des organes.
Les lipoplexes sont alors immeédiatement neutralisés, conduisant a leur accumulation
dans les premiers fissus irrigués comme les poumons, le foie ou la rate 278, Une
premiere possibilité consiste d masquer les charges positives des complexes, la
molécule la plus utilisée étant le polyéthylene glycol (PEG) 279. Mais cette stratégie va

de paire avec une diminution des interactions €lectrostatiques avec les membranes
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Figure 40 : Analyse de I'expression de Rankl dans la tumeur POS-1 exprimant 'EGFP
par cytométrie en flux. (A) Analyse de cellules issues d'une tumeur POS-1 non EGFP et
non marguées avec I'anticorps anti-Rankl. Quantification de I'expression de I'EGFP
dans une tumeur LUucF-POS-1 sans (B) et avec marquage par I'anticorps anti-Rankl
(C). La totalité du tissu tumoral est dilacérée puis digérée par la collagénase 0,1% et
0,3% d'élastase pendant 2h & 37°C. Aprés filtration et saturation des sites
aspécifiques et des récepteurs aux fragments Fc, les cellules sont marquées avec
0,8ug d'anticorps anti-Rankl (BD biosciences, clone IK22-5). L'analyse de I'expression
endogene de I'EGFP par les cellules tumorales et de Rankl suite au marquage est
réalisée parle cytometre FC500 (Beckman Coulter).
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cellulaires conduisant d une perte d'efficacité de transfection 280, Une deuxieme
possibilité consiste a ajouter une téte de ciblage exposée a la surface des
complexes. Le ciblage d'un type cellulaire peut étre envisagé par licison covalente
ou électrostatique sur le vecteur de ligands reconnaissant des récepteurs spécifiques
des membranes plasmiques des cellules o traiter 281, Certaines stratégies
développées utilisent une combinaison de ces deux possibilités a savoir la présence

de composés PEG et d'un ligand spécifique 282,

Dans notfre étude de ciblage d'expression de Rankl dans le
microenvironnement tumoral, I'ajout d'un ligand implique (1) d’identifier clairement
la population cellulaire majoritairement impliquée dans la sécrétion de Rankl lors du
développement des ostéosarcomes POS-1 et OSRGA et (2) d'optimiser le ciblage de

ces cellules.

3.1. Source de Rankl dans les modéles murins d'ostéosarcome

De maniéere & identifier les cellules a I'origine de I'expression de Rankl au sein
des tumeurs d'ostéosarcome utilisées dans notre étude, des expériences de
cytométrie en flux ont été réalisées sur des tumeurs LUCF-POS-1. En effet, les cellules
tumorales expriment non seulement la luciférase mais également I'EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein) pour 97% d’entre elles (voir chapitre 1 des résultats, Figure
1 de Rousseau et al, 2010) nous permettant ainsi de distinguer la population tumorale
exprimant I'EGFP des cellules stromales du microenvironnement. Le marquage des
tumeurs par un anticorps spécifique de Rankl nous a permis d'étudier I'expression de
la cytokine par cytométrie en flux en fonction de la population cellulaire d'intérét.
L'analyse de I'expression de Rankl en fonction de I'expression de I'EGFP présentée
dans la figure 40 montre une expression de Rankl par les cellules stromales (non EGFP,
3% des cellules totales) et par les cellules tumorales (24% des cellules totales).
Autrement dit, dans le tissu tumoral la source de Rankl serait majoritairement les

cellules tumorales elles-mémes dans le modéle ostéolytique POS-1.

La lignée POS-1 n'exprime pas la cytokine Rankl in vitro mais les résultats de
cytométrie montrent que l'induction de son expression reste possible in vivo. Le
développement de l'ostéosarcome et la résorption osseuse qui en résulte sont

considérés comme des phénomenes inflammatoires faisant intervenir des cytokines
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Figure 42: Détection de Rankl par immunohistochimie sur des coupes de tumeurs
POS-1. Les tumeurs sont préalablement fixées dans un tampon contenant 4% de
paraformaldéhyde avant d'étre inclues en paraffine. L'immunohistochimie est
ensuite réalisée sur des coupes de 5um d’'épaisseur déparaffinées et réhydratées. Le
pré-traitement des lames par de I'eau oxygénée a 3% permet d'inhiber les
péroxidases endogenes, puis les sites aspécifiques sont saturés par une solution de
PBS-BSA 4%. L'anticorps anti-Rankl (N19 au 1/30éme, Santa Cruz, Heidelberg,
Allemagne) est ensuite utilisé et révélé par (1) ajout d'un anticorps secondaire
couplé & la biotine (Vector laboratories, Burlingame, CA) et (2) ajout d'une solution
de péroxidase couplée a la streptavidine. La détection du signal se fait grce au
systeme AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole, Sigma-Aldrich). Les coupes sont ensuite
contre-colorées d I'nématoxyline de Mayer.
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de la famille des interleukines ou encore du TNF, cytokines connues pour étre
capables d’'induire I'expression de Rankl (voir paragraphe 1.1.1 de ce méme
chapitre) dans des lignées d'ostéoblastes murins tels que les MC3T3. C'est pourquoi
nous avons cultivé cette lignée d’'ostéosarcome en présence de ces cytokines ou
encore de lipopolysaccharides (LPS). Une expression de Rankl a ainsi pu éfre mise en
évidence par RT-PCR pour les cellules MC3T3 (Figure 41A) et celles de la lignée POS-1
en présence d'IL-1 (Figure 41B). Dans une deuxieme expérience nous avons testé
I'effet d'un cocktail de molécules composé d'OSM, de PTH, d'IL-1, de TNFa (toutes a
100ng/mL), 10nM de vitamine D3 et 10nM de déxaméthazone ; la culture des cellules
POS-1 en présence de ces agents induit la transcription de Rankl au sein de cette

lignée d’'ostéosarcome des 24h (Figure 41C).
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Figure 41: Induction de la transcription de Rankl dans une lignée d'ostéoblastes
(MC3T13) et dans une lignée d’ostéosarcome (POS-1). Trois cent mille cellules MC3T3
(A) et 40 000 cellules POS-1 sont cultivées en présence de cytokines inflammatoires,
connues pour induire l'expression de Rankl dans les cellules stromales
ostéoblastiques, & 100ng/mL seules (B) ou en association (C) pendant 12h. Les
cellules sont ensuites lysées pour en extraire les ARN totaux. L'analyse de |'expression
de Rankl est réalisée par PCR semi-quantitative sur les ARNm rétro-transcrits gréce &
la Platinium High fidelity (Invitrogen) avec le duplex de primers suivant: sens
5S’ATGCGCCGGGCCAGCCGAGACTACGGCAAGT 3’ et antisens 5
TCAGTCTATGTCCTGAACTITGAAAGCCCCAAAGTACGTCGC 3'. Les primers sens &'
TCAAGAACGAAAGTICGGAGGTICG 3 et antisens 5
TTATTIGCTCAATCTCGGGTGGCTG 3' sont utilisés pour amplifier le géne 18S utilisé
comme confrdéle de chargement. La RT-PCR & partir de la lignée 293RL exprimant le
transcrit Rankl! de souris nous sert ici de témoin positif.

Enfin, I'analyse des données d'immunohistologie montre que I'expression de
Rankl semble concentrée aux zones d'interfaces enfre nécrose et cellules en
prolifération (Figure 42 ci-contre). Knowles et al, ont recemment montré dans un
modele de tumeur osseuse primitive (sarcome d'Ewing et ostéosarcome) une
expression de la caspase 3 et du facteur HIF-1a (Hypoxia-inducible factor a) dans
ces zones d'interface 283, Autrement dit, ces cellules exprimant fortement Rankl dans
le microenvironnement tumoral de I'ostéosarcome pourraient correspondre & des

cellules en hypoxie. C'est le cas notamment dans le cartlage ou seuls les
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chondrocytes hypoxiques expriment RANKL. Afin de vérifier cette hypothese, nous
avons étudié I'expression de Rankl par RT-PCR sur des cultures de cellules POS-1 en
présence d'agents chélateurs d'oxygéne telle que la desferoxamine (DFO) ou le
chlorure de cobalt (Cl2Co) (Figure 43). La présence de DFO dans le milieu de culture
induit I'expression du facteur hypoxique HIF-1a (Figure 43A) et de Rankl (Figure 43B)
de maniere dépendante de la dose. En ce qui concerne le CloCo, Rankl est détecté
pour toutes les concentrations malgré une induction dose dépendante d'HIF1a. Le
regroupement de cellules positives pour I'expression de Rankl dans les zones
d'interface entre nécrose et tumeur en prolifération, ainsi que les données obtenues
par induction artificielle d'un environnement pauvre en oxygéne suggerent que ces

cellules positives pourraient étre des cellules en hypoxie.
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Figure 43 : Induction de I'expression de Rankl dans des conditions mimant I’hypoxie.
La desferoxamine (DFO) ou le chlorure de cobalt (CloCo) sont ajoutés dans le milieu
de culture des cellules POS-1 (les concentrations sont exprimées en nM). Apres 48h,
les protéines totales sont extraites par un tampon de lyse (Chlorure de sodium
150mM, Tris 50mM pH 7,4 (Merck, Damstadt, Allemagne), Nonidet P-40 1%, Sodium
désoxycholate 0,25%, Sodium fluoride 1TmM, Glycérol 10% (Sigma), PIC (Protease
Inhibitor Cocktail) 4% (Roche, Penzberg, Allemagne)) et I'expression du facteur
hypoxique HIF1a est analysée par western blot sur 20 ug de protéines (Anticorps
Santa Cruz dilué au 1/1000) (A). (B) L'expression de Rankl est analysée par PCR semi-
quantitative sur 2ug d'ARN rétro-transcrit (voir Figure 41).

o
o
N

Ces résultats préliminaires doivent désormais étre confirmés sur un nombre
plus important d'échantillon et dans des conditions de transfection de siRNAs ciblant
Rankl in vitro et in vivo. Les mémes investigations devront également étre mises en

place dans le modéle OSRGA.

3.2. Ciblage des lipoplexes et peptides RDG

L'ensemble de ces études préliminaires montre que les cellules
d'ostéosarcome utlisées dans nos investigations représentent une source non

négligeable de Rankl dans le microenvironnement tumoral. Ainsi I'adressage des
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lipoplexes transportant les siRNAs anti-Rankl pourrait cibler les cellules tumorales elles-
mémes. Les tumeurs d'ostéosarcome n’expriment pas de ligand spécifique mais les
sarcomes de souris présentent une certaine affinité pour les peptides RGD (séquence
Arg-Gly-Asp) dont la séquence peut notamment étre reconnue par les intégrines
avp3. Cette intégrine est exprimée essentiellement dans les néovaisseaux
(angiogenese embryonnaire, tumorale et inflammatoire) mais peu dans les vaisseaux
quiescents. Elle est aussi présente dans les leucocytes, les macrophages, les
ostéoclastes et dans certaines tumeurs malignes. Son expression a ainsi été mise en
évidence dans un modele d'ostéosarcome humain inductible chez la souris nude
SaQS2 284,

Les peptides RGD marqués sont également utilisés pour I'imagerie des
tumeurs y compris des métastases osseuses 285287, Concernant |'ostéosarcome, les
travaux d'Aurélie Dutour réalisés dans le modéle de rat OSRGA ont récemment
permis de développer une méthode d'imagerie pour la visualisation des marges de
résection lors de I'exérése de la tumeur en utilisant des peptides RGD couplés a une
molécule fluoresceant dans I'infra-rouge 288, Le marquage de ces peptides avec des
radioisotopes permet également leur détection par des techniques d'imagerie
nucléaire : PET et SPECT offrant une forte résolution d'image. La pharmacocinétique
de lipides cationiques et de liposomes a ainsi pu étre suivie chez I'animal par ces

fechniques d'imagerie 282290 y compris dans un contexte tumoral 291,

Autrement dit, I'utilisation de peptides RGD radiomarqués permettrait (1)
d'améliorer le ciblage des cellules d'ostéosarcome chez I'animal en vue d'une
injection systémique et (2) d'étudier la biodistribution et la pharmacocinétique des

lipoplexes par des techniques d'imagerie nucléaire (PET et SPECT).
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4 DISCUSSION

Cette étude d'administration de siRNAs ciblant I'expression de Rankl dans
deux modéles d'ostéosarcome développés chez la souris a permis de valider
I'utilisation des siRNAs en tant que vecteurs thérapeutiques mais également
d'apporter une nouvelle justification de I'inhibition de RANKL comme une stratégie

de thérapie.

En effet, le tissu osseux est un tissu dynamique de par les phases de résorption
et d'apposition. Le cercle vicieux qui s'établit enfre cette résorption osseuse et la
croissance tumorale est un facteur favorisant la cancérogenese (voir paragraphe 3.4
de Vlinfroduction bibliographique). En effet, chez les patients atteints
d’ostéosarcome, une suractivation des ostéoclastes est un facteur de mauvais
pronostic 292, C'est pourquoi, le laboratoire de Physiopathologie de résorption
osseuse propose désormais de bloguer la résorption osseuse da des fins
thérapeutiques 293,

Les bisphosphonates constituent la classe d'agents anti-résorption la plus
efficace et la plus utilisée dans le fraitement des hypercalcémies associées aux
pathologies osseuses métaboliques ou aux ostéolyses tumorales 131. Ces molécules
chimiques de par leurs groupements phosphate montrent une plus forte afinité pour
I'os que pour les autres tissus. Cependant, leur champ d'action n'est pas limité
qu'aux ostéoclastes. En effet, les bisphoshonates de 3eme génération tel que I'acide
zolédronigue inhibent la FPP synthase, enzyme hautement conservée et ubiquitaire.
C’est pourquoi les bisphosphonates peuvent potentiellement affecter n'importe quel
type cellulaire in vitro etin vivo 2794,

RANKL représente la cytokine pro-résorptive par excellence et son expression
est fortement augmentée dans un contexte tumoral en site osseux. Un nombre
croissant d'études montrent que I'inhibition de son expression par des récepteurs
solubles (OPG ou RANK-Fc), par des anticorps (Denosumab®) ou par des siRNAs
comme c'est le cas dans notre étude, est associée a un ralentissement significatif de

la progression tumorale dans des tumeurs osseuses primaires et secondaires 295,

D'apres les études menées au laboratoire, cet effet thérapeutique s'observe
dans le cas des tumeurs ostéolytiques (modele POS-1 d'ostéosarcome) mais

également dans des modeles ostéogéniques (modele OSRGA) ou les marqueurs de
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la résorption osseuse sont également augmentés 226 comme en témoignent les
analyses par ELISA des serum de souris développant une tumeur OSRGA (Figure 2 du
manuscrit  Rousseau et al. en cours d'écriture). De plus, ['utilisation de
bisphosphonates s'avere étre également efficace dans des modeéles ou le
remodelage osseux est en faveur de la formation d’'ostéoide tumoral 297298 indiquant
ainsi I'implication de I'activité ostéoclastique quelque soit la caractéristique de la

fumeur.

41. Les inhibiteurs de RANKL

Les récepteurs solubles de RANKL tels que I'OPG-Fc (injectée sous forme de
protéine recombinante) ayant donné des résultats précliniques prometteurs et
montré un effet significatif sur I'inhibition de la résorption osseuse chez des femmes
atteintes d'ostéoporose 299, ils ont rapidement été proposés pour le traitement des
tumeurs osseuses. Ainsi des patients présentant un myélome multiple ou un
carcinome mammaire dont les lésions ostéolytiques étaient confimées par
radiographie ont recu des injections d'OPG-Fc (AMGN-0007) 3%, Ces résultats ont
conduit de nombreuses équipes a identifier [I'implication de la triade
OPG/RANK/RANKL dans le développement de désordres osseux associés a des
|ésions ostéolytiques tels que |'ostéoporose, le myélome multiple, les métastases
osseuses issues du cancer du sein ou de la prostate, des douleurs osseuses associées
d la présence de métastases, I'ostéosarcome, la polyarthrite rhumatoide, I'arthrite
psoriasique, |'ostéolyse expansive familiale, la maladie de Paget, les tumeurs &
cellules géantes et la perte osseuse périprothétique 301,302,

Cependant, cet essai clinique fut inferrompu. En effet, I'injection d'une
protéine recombinante & forte dose peut entrainer la production d'anticorps par le
systéme immunitaire neutralisant ainsi I'OPG-Fc et I'OPG endogene (ce phénomene
fut observé chez une patiente ayant recu de I'OPG-Fc). Une autre limite a I'utilisation
de I'OPG-Fc dans un contexte tumoral est son affinité pour la cytokine
proapoptotique TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand), I'interaction de ces
deux protéines a notamment pu étre déemontrée in vitro 303, Cette possible fixation a
TRAIL peut dainsi interférer avec un processus naturel mis en place contfre la

cancérogenese par induction de I'apoptose des cellules tumorales 304,
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Depuis, un anticorps humanisé spécifigue de RANKL (le denosumab®, AMG
162; Amgen) a été développé. Il s'est avéré étre plus efficace a des doses plus
faibles pour inhiber la résorption osseuse et moins dangereux car non immunogene
et incapable de se fixer & TRAIL 305. Le denosumab® a été généré chez la souris
immunisée avec la protéine humaine RANKL totale (RANKL 1) produisant ainsi des
IgG2 dirigées contre un épitope présentant un acide aminé de différence avec la
protéine de souris. Cette différence d'épitope rend I'anticorps inutilisable dans les
modéles précliniques induits chez le rongeur, c'est pourquoi le développement
préclinique de cet anticorps n'a pu étre réalisé que chez le singe 3%, La forte affinité
gue présente le denosumab® pour RANKL a permis de mettre en place plusieurs
essais cliniques sur |I'ostéoporose mais aussi chez des patients présentant des |ésions
ostéolytiques d'origine tumorale (pour revue : Schwarz et Ritchlin, 2007, 307),

De plus, malgré leurs effets thérapeutiques, I'utilisation des bisphosphonates
présente un certain nombre de limites. En effet, ils sont associés & une certaine
toxicité au niveau des reins et sont pas conségquent contre-indiqués chez des patients
présentant une insuffisance rénale 308, De plus, I'administration répétée par voie
infraveineuse de bisphosphonates a montré chez quelques rares patients une
ostéonécrose de la mdchoire notamment chez des patients traités pour des
métastases osseuses 307, Au niveau clinique, I'utilisation du Denosumab® s'avere étre
plus simple et moins risquée car ne nécessite qu'une simple injection en sous cutanée
tous les 6 mois alors que les injections de bisphosphonates se font le plus souvent par
voie veineuse et plus fréguemment.

En ciblant RANKL, le denosumab® permet un ciblage thérapeutique moins
large que les bisphosphonates qui ont tendance a s’accumuler dans le tissu osseux
mais pénétrent dans toutes les cellules sans exception. D'apres les premiéres études,
il serait relativement mieux toléré. Cependant, nous possédons moins de recul sur
I'utilisation clinique de cet anticorps que les bisphosphonates et des effets néfastes
tels que des ostéonécroses de la mdchoire pourraient également étre décrits dans
les prochaines années témoignant d'un effet général de ['inactivation de

I'ostéoclastogenése quelque soit la molécule utilisée.

Les inhibiteurs de RANKL offrent donc de nouvelles perspectives de thérapie
dans le traitement des ostéolyses para-tumorales. De plus, dans notre étude nous
avons également montré que les siRNAs pouvaient représenter une nouvelle classe
d’inhibiteurs de RANKL. Ces molécules possedent une forte affinité ARN-ARN pour le

franscrit ciblé, affinité qui est comparable aux interactions protéine-protéine des
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récepteurs solubles et des anticorps avec la cytokine RANKL, mais qui ont I'avantage
d'empécher la synthése méme de la protéine. Leur colt de production est
relativement faible par rapport aux protéines recombinantes et au Denosumab®. De
plus, les vecteurs de transfert de géne utilisés pour I'administration de siRNAs in vivo
permettent un adressage des molécules aux cellules cibles. L'inhibition localisée de
la résorption osseuse qui en résulte permettrait d'éviter les phénomeénes néfastes tels
gue l'ostéonécrose de la mdachoire. Cependant, I'optimisation de cet adressage
reste d développer. Ainsi de nombreuses étapes restent & optimiser et a évaluer
avant d’envisager une utilisation des siRNAs dans une étude clinique chez I'Homme.
Une de ces étapes consiste notfamment a dessiner des séquences de siRNAs ciblant
le transcrit codant la protéine humaine et évaluer son efficacité in vivo. En effet, le
RkI-siRNA dessiné pour inhiber I'expression des transcrits murins ne présentent qu'une
homologie de séquence partielle avec le transcrit RANKL humain. L'utilisation de
modele d'ostéosarcome induit chez la souris immunodéficiente a partir des lignées
d’'ostéosarcome humaines U20S 319, SQAOS2 (annexe 1, Perrot et al, 2010) et Hu0? 3!

permettrait de valider la séquence de siRNA en question.

4.2. Les thérapies combinées

Le traitement actuel de I'ostéosarcome repose sur une exérese de la fumeur
associée 4 une polychimiothérapie pré et post-opératoire. Ce protocole a ainsi
permis d'augmenter drastiquement le taux de survie des patients jusqu’'da 70%. C'est
pourquoi, malgré le développement des approches anti-résorption osseuse,
I'utilisation des molécules de chimiothérapie ne peut étre abolie, nofamment en ce
qui concerne la prévention du développement de métastases en tissus mous. L'essai
clinique visant a tester I'effet de I'acide zolédronique associe donc I'agent anti-
résorption a la chimiothérapie (protocole OS2006). En effet, dans le cadre du
développement tumoral en site osseux caractérisé par la mise en place d'un cercle
vicieux, le ciblage du microenvironnement osseux par I'inhibition de I'activité des
ostéoclastes permettrait de réduire la croissance tumorale et de favoriser ainsi les
effets anti-tumoraux des molécules ciblant la tumeur elle-méme 295, Les protocoles
précliniques évalués dans les modeles murins d’ostéosarcome permettent le plus
souvent de ralentir le développement tumoral mais ne sont pas toujours associés a

une rémission complete de la tumeur. Dans notre étude cette observation s’est
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avérée vraie puisque les siRNAs seuls bien qu’inhibant I'expression de Rankl et
prévenant ainsi les lésions ostéolytiques n'étaient pas suffisants pour contrecarrer le

développement de I'ostéosarcome.

L'association d'une molécule anti-résorptive a des agents de chimiothérapie
peut étre élargie également aux inhibiteurs de RANKL puisque des études, y compris
la notre, associent I'inibition de RANKL & des agents chimiques anti-tumoraux. Ainsi,
dans un modeéle de métastases osseuses humaines, I'administration d’OPG-Fc
améliore les effets anti-tumoraux du panitumalb, un anticorps ciblant spécifiquement
I'EGFR (Epidermal growth factor receptor, régulant la croissance et la mort cellulaire)
312, L’OPG-Fc administrée chez la souris dans un modéle de métastases osseuses
issues du cancer de la prostate permet également de sensibiliser les cellules
tumorales & I'action du docetaxel, molécule de chimiothérapie utilisée dans le
fraitement du cancer de la prostate qui induit un arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose des cellules tumorales 313. Dans cette optique, les siRNAs apportent de
nouvelles opportunités de développement de bithérapie par association de plusieurs
molécules de siRNAs ciblant plusieurs transcrits distincts au sein d'un méme lipoplexe.
Dans un modéele de polyarthrite rhnumatoide, I'administration de 3 siRNAs ciblant 3
cytokines inflammatoires distinctes, complexés au sein d'un méme liposome
RPR209120/DOPE améliore significativement le tableau clinique 34, Ce type de
stratégie pourrait étre testé dans un contexte d'ostéosarcome par association de
siRNAs pour une action anti-résorptive mais aussi pour une action anti-tumorale par
ciblage de I'expression de molécules impliquées dans le cycle cellulaire, I'apoptose,

I'angiogenése ou encore la dissémination métastatique.
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1.INTRODUCTION

Les molécules anfi-résorption osseuse telles que les bisphosphonates sont
également utilisées pour pallier une partie des désordres osseux liés a I'ostéogenése
imparfaite, pathologie caractérisée par une fragilité osseuse excessive. En effet, dans
cette pathologie, I'inhibition de I'ostéoclastogenése permet de diminuer I'incidence
des fractures. De la méme maniere que pour I'ostéosarcome, la molécule RANK-Fc a
été utilisée dans un modeéle de souris présentant une ostéogenése imparfaite et a
montré une augmentation de la densité osseuse et une résistance accrue de I'os &
un stress mécanique 315, Au regard de ces résultats, les siRNAs ciblant I'expression de
Rankl validés dans le chapitre précédent pourraient représenter une nouvelle
stratégie de thérapie de I'ostéogenese imparfaite. Cependant cette maladie est
une maladie génétique caractérisée par la présence de mutations dominantes
négatives dans un des génes codant les chaines du collagene de type | conduisant
a un défaut quantitatif et/ou qualitatif de la molécule de collagéne. Autrement dit,
contrairement a I'ostéosarcome, il s'agit d'une pathologie chronique pour lagquelle
I'administration de molécules anti-résorption serait nécessaire tout au long de la vie
des patients, impliquant des effets & long terme de ces molécules qui sont encore
mal connus. Ces stratégies ne sont donc considérées que comme des traitements
palliatifs visant & améliorer les conditions de vie mais aucune ne cible la cause
génétique de la pathologie. C'est pourquoi des stratégies innovantes visant & rétablir
un phénotype « quasi-normal» sont activement développées dans des modeles

murins d'ostéogenése imparfaite.

1.1. Le collagéne de type I

Le collagéne de type | appartient & la famille des collagénes fibrillaires. Cette
famille est caractérisée par le fait que chaque molécule forme une longue friple
hélice ininterrompue et que, dans I'espace extracellulaire, les molécules homologues
s'organisent en fibrilles, qui sont formées de molécules paralleles les unes aux autres
et régulierement espacées. Une des propriétés essentielles de ces fibrilles est leur
résistance extfrémement importante a la tension. Le collagene de type | est le type

de collagene le plus abondant, que I'on retrouve dans le tissu osseux mais aussi dans
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la peau et les tendons. Sa friple hélice hétérodimérique est constituée de deux
chaines al codées par le gene COLIAIT et d'une chaine a2 codée par le géne
COLIAZ2.

Une fois synthétisée, chaque chaine polypeptidique va subir des
hydroxylations et des glycosylations, alors que les propeptides C-terminaux de deux
chadines al et d'une chaine a2 s'associent et que la friple hélice se forme comme on
fermerait une fermeture éclair. Les molécules de collagéne | s'associent alors a une
molécule chaperone spécifique, Hsp47 316, au sein du réticulum endoplasmique, qui
stabilise les triples hélices. Les molécules de collagene | sont ensuite transportées
dans des vésicules de Golgi et secrétées dans I'espace extracellulaire sous forme de
procollagene. Les propeptides N et C terminaux sont rapidement clivés par des
protéases spécifiques et les molécules de collagéne matures s'assemblent pour
former des fibrilles. A ces fibriles de collagéne | vont s'associer des fibrilles de
collagéne V qui participent a la régulation de la taille des fibrilles de collagéene de
type 1, ainsi que des molécules de collagene Xll et XIV. Les fibrilles de collagéne de
type | peuvent elles-mémes s'assembler pour former des fibres composées de fibrilles
paralléles les unes aux autres, comme dans les tendons, ou former des réseaux
complexes de fibrilles enchevétrées, comme dans la peau. Dans le fissu osseux, le
réseau s'assemble au contact de protéoglycanes, ce qui crée un environnement

favorable a la formation de cristaux d'hydroxyapatite qui constituent I'os.

Bien que présent dans la quasi-totalité des organes, le collagéne de type |
n'est synthétisé que par un nombre limité de cellules, principalement les fibroblastes,
les ostéoblastes et les odontoblastes. Ce contrdle d'expression spécifique d'un tissu
s'expliquerait par la présence d'éléments activateurs et répresseurs de Ila
transcription des génes du collagéne de type | au sein de ces 3 types cellulaires et
par une conformation de la chromatine propice & I'activation de leur transcription.
Des éléments de régulation de I'expression basale du collagene de type | ont
également été identifiés dans le premier intron 317, Enfin, comme pour un certain
nombre d'autres genes, la méthylation de ces zones de régulation de la transcription
des genes COLIAT et COLIA2 entradine la répression de leur expression 318,

A cette régulation spécifiqgue d'un tissu s'gjoute une régulation temporelle de
I'expression des chaines de collagéne de type I. En effet, apres la naissance, la
synthése de collagéne diminue. Il semble méme que le renouvellement des fibrilles

soit extrémement lent chez I'adulte. C'est pourquoi les genes codant le collagene
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exon 23 WT
1626 GGT CCT TCC GGT GAA CGT GGT GCT CCC GGA CCT GCT GGT CCC AAA GGT
G P S G E R G A P G P A G P K G

TCT CCT GGT GAA GCT GGT CGC CCC GGT GAA GCT GGT CTC CCT GGT G

1675
s B G E & 6 R P G E & G L P G

exon 23 Mut
1626 GGT CCT TCC GGT GAA CGT GGT GCT CCC GGA CCT GCT GGT CCC AAA GGT
G p S G E R G A P G P A G P K G

TCT CCT GGT GAA GCT TGT CGT CCC GGT GAA GCT GGT ATG CCT GGT G

1675
s B GG E &2 €C R P G E & G M P G

Figure 44 : Comparaison de séquences de I'exon 23 Wild Type (WT) et Muté (Mut).
Substitution d’une guanine en thymine provoquant le changement d’une glycine en
cystéine (en rouge). Substitution d’une cytosine en thymine provoquant une mutation
silencieuse (en orange). Substitution d’une cytosine en adénine et d’une cytosine en
guanine provoguant le changement d'une leucine en méthionine (en vert).
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de type | sont hautement régulés par des cytokines circulantes profibrosantes

comme le TGFP ou proinflammatoires tel que le TNFa 319.320,

Toute dérégulation par mutation des géenes du collagéne de type | ou une
mauvaise régulation de leur expression conduit d une accumulation ou a un défaut
quantitatif voir qualitatif de matrice extracellulaire et est associée a I'apparition de
pathologies 321323, Les modeles animaux mimant I'ostéogenése imparfaite visent
donc d reproduire les divers phénotypes retrouvés chez I'Homme par des modeéles
knock-out ou par insertion de mutations caractéristiques au sein d'un des deux alléles

codant les chaines alpha du collagene de type |.

1.2. Le modele BrtlIIV

Le modele de souris BrillV, décrit par Forlino et al en 1999, est le premier
modeéle de knock-in non Iétal présentant des mutations au sein d'un des deux alléles
Collal codant la chadine al de la triple hélice du collagene de type I. Il a été
initalement induit par recombinaison homologue gréce a un systeme cre/lox
permettant d'intfroduire un codon STOP dans I'exon 22 et 4 mutations ponctuelles au
sein de I'exon 23 de Collal 324 (Figure 44 ci-contre) :

- La substitution d'une guanine par une thymine au sein de la séquence
génomique entraine la substitution de la glycine 349 par une cystéine au
niveau de la chaine protéique

- La substitution d'une cytosine en thymine est une mutation silencieuse
permettant d’infroduire un site de clivage pour un ribozyme

- Enfin, le remplacement d'une cytosine par une adénine et d'une seconde
cytosine par une guanine permettent la substitution de la leucine 356 par une

méthionine.

La substitution de la glycine 349 par une cystéine modifie le repliement de la chaine
al. En effet, des glycines sont présentes tous les 3 acides aminés dans la structure de
la protéine sauvage et sont codées par le méme triplet d’acides nucléiques : GGT.
Cet acide aminé est particulierement important dans la conformation de la structure
secondai re de la protéine. C'est pourquoi chez les patients atteints d'ostéogenéese

imparfaite, les mutations impliquant la substitution d'une glycine sont tres frequem-
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Avant la puberté Aprées la puberté

:

Brillv WT Brillv WT

Figure 45 : Comparaison par analyse radiographique de souris sauvages (WT) et du
modeéle d’ostéogenése imparfaite BrillV en croissance et a I'age adulte. Les clichés
montrent la taille réduite de la souris viable BrillV en période pubertaire, cette
différence de taille étant moindre & I'dge adulte. On note également la perte de
minéralisation osseuse globale et des déformations de la cage thoracique et de la
région pelvienne par rapport a la souris sauvage (WT).
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-ment refrouvées.

En plus de la structure secondaire, la structure tertiaire de la triple hélice de
collagéne de type | formée par I'association de 2 chaines al et d'une chaine a2 est
également perturbée par l'incorporation d'une chdine mutée. Des études de
structure de cette molécule de collagéne aprés incorporation de la chaine al
mutée ont montré la présence de 25t5% de chaines al mutées dans différents tissus
et extraits de matrice extracellulaire chez les souris BrtllV. En effet, les chaines mutées
seraient incorporées de maniére équivalente et avec la méme affinité que les

chdines sauvages dans la matrice collagénique 325,

En terme de phénotype, la mutation peut étre 1étale pour certains individus
ou permettre une survie jusqu'd un age de reproduction et de transmission de la
copie mutée. La modulation de la sévérité du phénotype s'explique par des
différences d'expression d'autres protéines. Ainsi, chez les souris BrillV, |'expression
d’'une protéine relative au stress (Gadd153) est augmentée chez tous les souriceaux
non viables alors que chez les animaux viables une surexpression de la protéine
chaperonne aB est observée 326, Ces souris BrillV hétérozygotes pour le gene Collal
présentent des déformations osseuses visibles au niveau de la cage thoracique et
des membres qui sont également plus fins que ceux d'une souris homozygote issue
de la méme portée. Une déformation trop importante de la cage thoracique peut
expliquer le caractére létal de la mutation chez certains individus souffrant d'une
insuffisance respiratoire. La variation de sévérité des désordres osseux peut
également s'expliquer par la modulation du taux d'expression de certaines protéines
comme les protéines cartilagineuses Prelp (proline arginine-rich end leucine-rich
repeat protein), Bmpé et Bmp7 326, En ce qui concerne les souriceaux viables, leur
croissance est ralentie & partir de la 4¢me semaine apres la naissance, ce qui a pour
conséquence de diviser par deux leur taille par rapport & des souris consanguines
normales a 6 semaines 327, Cette cinétique de ralentissement de croissance est
semblable & celle observée chez les patients atteins d'une ostéogenese imparfaite
de sévérité modérée. Pour les individus atteignant I'Gge adulte, aucune déformation
significative des os longs n’est constatée 328, ce qui en accord avec les observations
cliniques des patients atteints d'une osteogenese imparfaite de sevéerité modéree
pour lesquels la fréquence des fractures diminue apres la puberté (Figure 45 ci-

contre).
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Ces souris présentant un phénotype mimant celui observé chez des patients
atteints d'une ostéogenése imparfaite de type IV ont donc été baptisées Brittle
(fragile) IV (BrillV) en référence a la classification des ostéogenéses imparfaites chez

["'Homme (voir paragraphe 4.1 de I'infroduction bibliographique).

1.3. Stratégies innovantes développées pour le traitement de
l'ostéogenese imparfaite

Plusieurs stratégies innovantes ont été proposées afin de rétablir un
phénotype normal par expression de la protéine fonctionnelle de collagene (voir
paragraphe 4.5.2 de I'introduction bibliographique). La premiére consiste & apporter
une copie fonctionnelle du gene déficient par allogreffe de cellules souches
mésenchymateuses ou par thérapie génique d I'aide d'une cassette génomique de
type ADN codant la protéine sauvage. Ainsi dans des modeéles de souris présentant
un défaut quantitatif de la chaine al ou a2, I'introduction du géne en question
permet de rétablir une conformation normale et fonctionnelle de la molécule de
collagéne 329.330,

Cependant, I'apport d'un gene fonctionnel ne suffit pas & contrecarrer
I'expression de la protéine mutée et les effets délétéres qui en découlent. En effet,
dans le cas ou I'ostéogenése imparfaite est associée a un défaut non pas quantitatif
mais qualitatif du collagene de type |, I'apport d'un gene fonctionnel sans inhibition
de I'expression de l'allele muté reste inefficace 331, Aussi, la suppression de
I'expression des genes mutés a été évaluée en utilisant des oligonucléotides antisens.
Cependant la nature répétitive du transcrit codant les chaines al et a2 est un frein
au développement d'antfisens assez spécifiques et efficaces pour un essai
thérapeutique 191, De plus, I'utilisation de ce type d'oligonucléotides présente un
risque non négligeable d'induction de réponse IFN (voir paragraphe 1.3.1 de
I'infroduction bibliographigque).

C'est pourquoi des molécules plus spécifiques telles que les ribozymes induisant la
dégradation d'un messager grce a une séquence complémentaire au transcrit ont
été testées. L'utilisation de vecteurs AAV (adeno-associated virus) portant une telle

séquence s'est avérée efficace pour inhiber spécifiquement I'expression du géene
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COLIAL Honvo_sapsens [NM_00006# 3
Collal_Mus_musculus_NM_Go7742 3]

COLLAL Homo_sapwens (MM 000088 3|
Collal Mus_misculus (WM _G07742.3]

COLLAL Homo sapsans [NM 000088 3)
Collal_Mus_musculus_[NM_607742 1]

COLIAL Homo_sageons (MM 000008 3]
Collal_Mus_musculus_[NM_007742 3]

COLLAL Homo_sapsns [NM 000068 3
Collal_Mus_musculus_[NM_ 607742 3]

COLLAL Homo_sapsens [NM 000068 3!
Collal_Mus_misculus (WM _Go7742 3]

COLLAL Homo sapwons (WM 000088 3!
Collal_ Mus_musculus (NM_Go7742 3]

COLIAL Moma sapsens [NM 000088 2]
Collal_Mus_musculus_[WM_007742 3]

COLLAL Homo_sapsans [NM_ 000088 3!
Collal_Mus_musculus_(NM_607742.31

COLLAL Honvo_sapsens (NM 000068 3]
Collal_Mus_musculus (WM _Go7742 3]

COLLAL Homo_sapwns [NM 000086 3|
Collal Mus_musculus_[WM_G07742 3]

COLIAL Homo _sapsans (MM 000088 3!
Collal_Mus_musculus_[NM_007742 3]

COLIAL Homo_sapsons [NM 000008 3)
Collal_Mus_musculus_[NM_007742 3]

COLLAL Homo_sapwns [NM 000068 3)
collal_Mus_musculus_[WM_Go7742 31

COLIAL Homo_sapiens [NM 000068 3)
Collal Mus_misculus [WM_ 607742 31

COLLAL Homo_sapens (NM 000088 3)
Collal_Mus_musculus_[NM_607742 3]

COLIAL Homo_sapsens [NM 000088 3!
Collal Mus_musculus_[NM_007742 3]

COLLAL Homo_sapsens (WM 000086 31
Collal_Mus_musculus_[NM_ 607742 3]

Figure 46 : Alignement d’'une partie des séquences des transcrits codant Col1al chez
la souris (Mus musculus) et chez ’'Homme (Homo sapiens). Les séquences sauvages
issues de la base de données NCBI sont alignées gréce au logiciel Jalview a partir de
I'ATG et sur toute la longueur de I'ORF. Etant donnée la longueur des transcrits
seule une partie de cet alignement correspondant & la
séquence d'intérét du modele BrillV (carré rouge) est montré. Les carrés bleus
montrent les régions conservées chez les 2 espéces. NB :
n'est pas représentative de la numérotation du transcrit puisqu’ici I'alignement ne

(environ 5000 bases),
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prend pas en compte la région 5'UTR.

la numérotation indiquée
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COLIAT 332 ou COLIA2 muté 333, Cependant les ribozymes sont des molécules peu

stables et peu développées dans les essais cliniques.

Les molécules d'ARN interférence ont donc rapidement été proposées pour
inhiber de maniére spécifique 'expression du transcrit muté. Cependant, les
mutations qui engendrent un phénotype d'ostéogenese imparfaite sont le plus
souvent des mutations ponctuelles. Ainsi, la séquence de siRNA sera parfaitement
complémentaire a I'allele muté mais présentera un seul nucléotide de différence
avec la séquence sauvage. La difficulté de cette stratégie repose donc sur le dessin
des séquences de siRNA afin d’inhiber spécifiqguement I'expression de la chaine

mutée tout en préservant celle de la chaine sauvage.

1.4. Développement d'une stratégie basée sur l'utilisation de
molécules d'ARNi

1.4.1. Le géne Collal

Le géne COLIAT codant la chaine al se situe sur le chromosome 17 chez
I'Homme (NC_000017.10, référénce NCBI) et 11 chez la souris (NC_000077.5). COLTA1
code un franscrit de 5927 bases (NM_000088.3) générant une protéine de 1464
acides aminées (NP_000079.2). Chez la souris, I'ARNm de Collal est un transcrit de
4709 bases (NM_007742.3), présentant 89% d'identité avec le transcrit humain (Figure
46 ci-contre), la protéine qui en résulte est une chaine de 1453 acides aminés
(NP_031768.2).

Chez I'Homme comme chez la souris, ces génes codant les chaines al et a2
possedent une structure trés semblable, qui est également trés proche de la

structure des autfres génes codant des collagenes fibrillaires (Figure 47).

1 2 3 4 5 6 7 8 47 48 49 50 51 52
Fe%aticb N-propeptide ﬁpeptﬁ Triple hélice Ezé_lipm C-propeptide
signal

Figure 47 : Structure des génes codant les chaines al et a2 du collagéne de type |.
Issu d la publication de Rossert, 334,
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1.4.2. Développement de séquences siRNAs spécifiques du
transcrit Co/lal muté chez la souris BrtlIV

Le but de ce fravail a donc été de déterminer s'il est possible de diminuer de
maniere spécifique et significative I'expression d'un franscrit ayant une mutation
ponctuelle par une séquence siRNA identique tout en préservant I'expression du
transcrit sauvage présentant une différence d'une seule base azotée avec la

séguence siRNA.

Millington-Ward et al ont proposé une étude de faisabilité d’'une telle stratégie
en testant 3 séquences de siRNA ciblant le franscrit muté de COLTAT dans des
cellules souches mésenchymateuses de patients. Malgré une inhibition de la
synthese de collagene pouvant atteindre 85%, aucune de ces ségquences ne s'est
révélée complétement spécifigue de I'allele muté 335, Pourtant I'utilisation de siRNAs
dans des pathologies dominantes négatives a pu étre validée 40.336-340 notamment
pour discriminer deux transcrits différant seulement par un seul nucléotide dans
plusieurs études. C'est le cas dans un modéle d'ostéopétrose autosomale
dominante ou le transcrit CIC7 muté est inhibé par une séquence siRNA allele-
spécifique 341, mais également par I'utilisation d'une séquence shRNA discriminante
vis-a-vis du trancrit sauvage et efficace pour inhiber I'expression de I'allele SOD1

muté dans un modéle de sclérose 342,

L'ensemble des résultats obtenus dans ces études montrent que le ciblage
d'une mutation ponctuelle par des molécules d'ARN interférence est possible mais
nécessite de tester un certain nombre de séquences. En effet, dans ce méme
modele de sclérose induite par la mutation du gene SODI, Schwarz et al ont
proposé de tester 19 séquences de siRNA de maniere a identifier la position de la
mutation pour laquelle le siRNA semble éfre le plus efficace pour inhiber le franscrit
muté et le plus discriminant vis & vis de la séquence sauvage. Leur étude a permis de
montrer que, dans ce modele, la position et la nature de la mutation influence
I'efficacite et la spécificité des siRNAs. En effet, un maximum de discrimination entre
les deux franscrits est possible lorsque la position de la mutation se situe dans la
région centrale ou a I'extrémité 3’ du brin antisens du siRNA. Ainsi, les positions 5, 9,
10, 13, 14, 15 et 16 permettent une inhibition significative du franscrit muté et dans
une moindre mesure les positions 12 et 19. Cependant, seules les positions 12 et 16

permettent un clivage de SOD1 muté 24h aprés transfection des siRNAs. Ainsi, &
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I'issue de cette étude sur les transcrits SOD 1, une position de la mutation dans la zone
centrale de la séquence du siRNA augmente la spécificité de la molécule avec une

prédominance pour les positions 12 et 16 qui permettent le clivage de I'ARNm ciblé

343,

Dans nofre modeéle d'étude, nous avons donc choisi de mettre & profit ces
résultats pour dessiner et tester plusieurs séquences de siRNA dans le contexte
génétique du modéle de souris BrtllV. Etant donné que la substitution d'une glycine
est la mutation prépondérante chez les patients atteints d'ostéogenése imparfaite,
les seéquences siRNAs dessinées visent la mutation Guanine—Thymine dans I'exon 23
de Collal. Six séquences de siRNA («a-f») ont été dessinées en faisant varier la
position de la mutation sur le brin antisens de la séquence des siRNAs de la position
11 & la position 16. Il est important de noter la présence d'une seconde mutation
siencieuse : Cytosine—=Thymine située 4 proximité qui impose un deuxieme

nucléotide différent pour les séquences siRNA « c, d, e et f» (Figure 48).

11 16 N
f * &
12 17
e o A4
d 41}‘3_@_
. 14 19 ? siRNA anticollal Mut
b 15
] 16 )
1626 TGT CGT 1675
I H- |  Mut | Collal
C R séquence Mus
musculus
1626 1675
| GET ¢ 7 wr | NM007742.3
G R
T: Thymine G : Glycine
G: Guanine nucléotides C: Cystéine acides aminés
C: Cytosine R: Arginine

¢ Mutation nucléotidique ponctuelle provoquant le changement d’une glycine en cystéine
¢ Mutation provoquant la substitution d’une cytosine en thymine

Figure 48 : Positionnement des séquences de siRNA ciblant le transcrit Collal muté
chez la souris BrilIV.
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1.5. Stratégie d'étude

Une étude préliminaire a consisté a identifier la séquence siRNA la plus
efficace et spécifique pour éliminer le transcrit muté de I'exon 23 du géne Collal.
Une partie de I'exon 23 sauvage (WT) ou muté (Mut) a été clonée dans la région 3
non codante du géne rapporteur de la luciférase. Une lignée facilement
transfectable (lignée embryonnaire humaine HEK 293) a par la suite été modifiee par
technologie lentivirale pour exprimer stablement les constructions LucF-ColTalWT ou
Mut. Les 6 séquences de siRNA ont été alors testées sur les cellules modifiées afin
d'identifier une ou plusieurs séquences efficaces pour diminuer I'expression du
transcrit LucF-Mut et ayant peu d'effet sur I'activité luciférase au sein des cellules
HEK-Exon23Collal-Mut.

A long terme, afin d’améliorer la qualité de la matrice extracellulaire chez les
souris aftteintes d'ostéogenese imparfaite, il faudrait apporter une cassette
génomique produisant stablement un shRNA spécifique de I'alléle muté au sein de
cellules souches mésenchymateuses. En effet, ces cellules sont & I'origine des
ostéoblastes et des fibroblastes, source majeure de collagéne de type |. Dans cette
optique, des séquences ADN ont été dessinées a partir des séquences de siRNA
spécifiques du transcrit muté de maniéere & transcrire les shRNAs correspondants. Ces
cassettes de shRNA sous le controle d'un promoteur de la polymérase lll ont ensuite
été clonées dans un vecteur lentiviral de maniére a transduire stablement des

cellules issues des souris BrtllV.
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2.MATERIELS ET METHODES

2.1. Culture cellulaire

Milieux, Solutions et Matériels utilisés
- Milieu de culture DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,

Biowhittaker, Verviers, Belgique) a 4.5 g/l de glucose, 2mM L-glutamine
- Sérum de veau feetal (SVF ; Hyclone Perbio, Logan, USA)
- Antibiotiques : Penicilline 100U/ml et Streptomycine 100ug/ml (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France)
- DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline sans Ca ni Mg ; Biowhittaker)
- Versene:Trypsine 0.05% / EDTA 0.02% (Biowhittaker)
- Supports plastiques stériles (Corning Costar, Dominique Dutscher, Brumath,

France)

La lignée HEK 293 FT (Invitrogen)

Les cellules HEK 293 FT sont utilisées pour la production de particules lentivirales

via le ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).
Ce clone de cellules facilement cultivables et fransfectables dérive de la lignée HEK
293 (cellules humaines de rein foetal) modifiee pour une expression stable et
constitutive de I'antigéne T du virus SV40 (virus simien 40 ou virus vacuolant, membre
des virus nommés Polyomavirus trouvés chez le singe rhésus), ce qui améliore la

production de particules virales.

Culture primaire de fibroblastes

Les fibroblastes sont obtenus & partir du modéle de souris BrillV atteintes
d'ostéogenese imparfaite de type IV et de souris sauvages de la méme souche. Ces
cellules nous ont été données par le Dr Forlino (Département de biochimie "A.

Castellani”, Section Médecine et Pharmacie, Université de Pavia, Pavia, Italie).

Tous les types cellulaires sont cultivés dans un milieu DMEM complémenté

avec 10% de SVF et incubés dans une atmosphére a 37°C avec 5% de COa.
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2.2. Transfection de siRNAs

2.2.1. Dessin des siRNAs ciblant spécifiquement le transcrit
Collal muté

La mutation Guanine — Thymine conduisant & la substitution d'une glycine au
sein de la chaine al étant la plus abondante chez les patients atteints
d'ostéogenese imparfaite, nous avons choisi de dessiner des séquences de siRNAs
ciblant spécifiguement cette mutation. Ainsi 6 siRNAs ont été choisis et produits par
Eurogentec (Angers, France). Leur efficacité a été évaluée en comparaison a 3
SiRNAs contréles : (1) un siRNA n’ayant aucune cible dans les cellules de mammifere
et servant ainsi de contréle négatif pour les cellules humaines et murines (CT-siRNA),
(2) un siRNA ciblant la luciférase firefly : LUCF-siRNA et (3) un siRNA ciblant I'expression

du transcrit Collal sauvage (siRNA-eWT) tous deux utilisés comme conftrdles positifs.

siRNAs anti-Collal muté

sIBMA a:

Sens

5" TCUCCTEETEARSCTIEICTIT
RERRRRRRRNARANRRRY Mutation en position 16
anti-zens 3" UIRAGRGEROCRCUDCGRACRSE

SRMADb:
sens 5'  CUCCUGGUGARGCUUGTICGUY ) B )
SERIRIIRIRIRIRENIT Mutation en position 13

anti-=zens 3" UDGASGACCACTUCGRACRCEC

siRNA ¢
sens 5'  UCCUSGUGZAGCUUGUCEUUY
IR RN NN RN Mutation en position 14 et

anti-sens 3" UDRGERCCRCTUICGRACRGT

siRNAd:
SENnS 5! CCUGETERRECITIETCGEIC

NERRRRR R ARRRRRRR Mutation en position 13 et
anti-szens 3" UDGEROCACUDCGRACAGCIG

siRNAe:
sens 5" CUSGUGAAGCUUGUCGUCCTT ) o
SIRIRSIRIRERIRI AT Mutation en position 12 et

anti-=zens 3" UUERACCRACUTCGRACRRCACGE

SIRNAT:
SENS 5! GEUGRRGCIUETCE T COCTT

SIRIRIIRERIRIREREE Mutation en position 11 et

anti-sens 3" UDACCACTICGRACRECAGGEE
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SiRNAs confirdles :

CT-siEINA sSIRNA-eWT
Sens ot UUCOCCEARCEIEOCACEITT
CELLELLL LT Sens 3" COGGUGRAGCUUGUCGUCCTT

Antisens 3" TTRAAGRGGCUUGCACAGUGCRE Ay
ntisens 3' TTGACCACUUCGAACAGCAGG

LucF-siENA

Sens 5'  CUURCGCUSAGUACUUCGATT
FELLEEELErErennd

Intisens  3' TTGARUGCERCUCKUSLAGCY

2.2.2. Clonage des séquences de |'exon 23 Co/lal sauvage ou
muté

Stratégie :

Des séquences contenant une partie de I'exon 23 de la séquence sauvage ou
de la séquence mutée sont clonées dans le pLNT-LucF dans la région 3' non traduite
du géne luciférase pour générer les vecteurs lentiviraux pLNT-LucF-CollalWT

(séquence sauvage) et pLNT-LucF-ColTalMut (séquence mutée) (Figure 49).

ori ori

Amp* ‘—0— —{_:'\____}THS Amp" '__/.,’,_-—r ‘{‘ ~ LTRS
S/ NN p 4 NN
(;.' / \;; ¢ .' \"“\,;“
r“‘ lII » "" “I'
LTR3 'r? pLNT-LucF " ) ‘ LTR3* ’r‘*‘. pLNT-LucF-collal \
1ol (10753 pb) 1 . J (10814 pb)
)
/ \ / collal 6
Al \ l'-\
wpre O

sToP ATG )
" SFFVprom

} LucF
|

Miul BamHI o BamHI
Figure 49 : Stratégie de clonage des séquences codant une partie de I'exon 23 du

géne Collal sauvage ou muté dans un vecteur lentiviral : le pLNT-LucF.

Vecteur plasmidigue

Le vecteur pLNT/SffvMCS a été optimisé a partir d'un vecteur lentiviral
dérivant du HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus type 1 344). Le plasmide pLNT-LucF
correspond a ce vecteur pLNT/SffvMCS dans lequel le gene codant la luciférase
firefly a été cloné sous contréle du promoteur SFFV (voir chapitre 1 des résultats,
Rousseau et al, 2010). Il contient des séquences LTR (Long Terminal Repeat) 5' et 3’
nécessaires a la production de particules lentivirales entre lesquelles les éléments

génomiques seront insérés dans le génome de la cellule héte. Le LTR 3’ contient les
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régions R et U5 et est délété dans la région U3. Cette délétion élimine les séquences
promotrices responsables de la franscription du génome viral, mais permet
également d'éviter I'activation d’'éventuels oncogénes présents en aval du site
d’'intégration dans le génome de I'hdéte. La production de la luciférase est optimisée
gr@ce a la présence de la séquence wpre (woodchuck hepatitis posttranscriptional
regulatory element) qui permet d'augmenter la stabilité et le transport de I'ARNm
vers le cytoplasme.

Dans le cadre de notre étude, ce plasmide a été utilisé afin de cloner dans la
région 3’ non fraduite du gene de la luciférase des séquences de 60 paires de bases
correspondant d une région de I'exon 23 du gene Collal contenant la mutation

ciblée.

Oligonucléotides a cloner

Oligonucléotides WT appariés :

5' CGCGGGTTCTCCTGGTGAAGCTGGTCGCCCCGGTGAAGCTGGTCTCCCTGGTGCCAAGGCTCGAG

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrerrr e et et et
3 CCAAGAGGACCACTTCGACCAGCGGGGCCACTTCGACCAGAGGGACCACGGTTCCGAGCTCGCGC

Oligonucléotides Mut appariés :

5" CGCGGGTTCTCCTGGTGAAGCTTGTCGTCCCGGTGAAGCTGGTATGCCTGGTGCCAAGGCTCGAG

FEErrrrrrrrr et er et e e e e e e e e e
3! CCAAGAGGACCACTTCGAACAGCAGGGCCACTTCGACCATACGGACCACGGTTCCGAGCTCGCGC

Les oligonucléotides sont dessinés afin de présenter des extrémités sortantes
compatibles avec le site de clonage Mlul (en bleu) et apportent un nouveau site de
restriction : Xhol (en rose). Les mutations apportées dans le modéle d'une

ostéogenése imparfaite de type IV chez la souris BrillV sont ici indiquées en rouge.

Bactéries électrocompétentes TOP10

La souche de bactéries E. coli TOP10 (Invitrogen) a été utilisée lors de Ia
construction des nouveaux plasmides. Ces bactéries sont préparées au laboratoire
pour les rendre électro-compétentes. Elles sont cultivées dans du LB (1% Tryptone, 1%
NaCl, 0,5% d’extrait de levure) ou dans un milieu riche 2XYT (2% Tryptone, 1% NaCl,

1% d'extrait de levure).
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Protocole :

Deux Jg du pLNT-LucF dans 50uL sont linéarisés par Mlul de maniére d vy insérer
un duplex d'oligonucléotides (Sigma) contenant le site Xhol (voir séquence des
oligonucléotides a cloner) gréce a I'action de la T4 DNA ligase (Invitrogen). Deux uL
du produit de ligation sont infroduits par choc électrique dans des bactéries E.Coli
TOP 10 électrocompétentes. Cent uL de la suspension bactérienne sont étalés sur
une gélose de LB contenant 100ug/mL d'ampicilline (Sigma) et incubés toute la nuit
a 37°C.

Le lendemain, quelgues colonies bactériennes sont amplifiées toute la nuit
dans 2mL de LB avec ampiciline. L'ADN plasmidique est alors exirait par
minipréparation d'ADN sur colonne échangeuse d'ions (Kit NucleoSpinRPlasmid de
Macherey-Nagel, Hoerdt, France) puis digéré par Xhol afin de vérifier la présence du
nouveau site de restriction. Aprés validation, le plasmide pLNT-LucF-Collal est purifié
et amplifié a I'aide du kit de maxi-préparation d’ADN (Kit NucleoBondrXtra Midi/Maxi
plus de Macherey-Nagel).

2.2.3. Modification stable de cellules HEK

Vecteurs plasmidigues

Le plasmide pFG12 est un plasmide lentiviral 345 qui porte le géene codant
I'EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) inséré entre les LTR 5’ et 3'. Dans nofre
étude ce plasmide est utilisé pour cloner les cassettes ADN des shRNAs spécifiques du
transcrit Collal muté. L'expression en parallele de I'EGFP permet de déterminer par
cytométrie en flux le pourcentage de cellules ayant effectivement intégré le
génome viral et donc la cassette ADN des shRNAs.

Les vecteurs complémentaires pLP1, pLP2 et pLP/VSV-G provenant du kit
« ViraPower™ Lentiviral Expression System » (Invitrogen) dérivent du HIV-1. lls codent
des protéines de structure ou de régulation nécessaires a la production des

particules lentivirales.

Production des particules lentivirales

La production des particules lentivirales est basée sur I'utilisation du kit du

« ViraPower™ Lentiviral Expression System » (Invitrogen) qui permet la synthése de ces
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particules apres fransfection des HEK 293FT avec un vecteur possédant des
séquences LTR. La fransfection des cellules s'effectue & I'aide du PEl (Polyéthyléne
imine, fourni par le Dr B.Pitard, INSERM U915, Nantes) qui est un polymere cationique
non lipidigue formant des complexes avec I'ADN plasmidique 346347, Le PEl crée une
interface entre la membrane plasmique et I'ADN ce qui permet une endocytose de
ce complexe qui va pouvoir diffuser jusqu’au noyau.

La suite du protocole s'effectue dans un laboratoire de niveau de sécurité L2
adapté a la manipulation des particules lentivirales faiblement pathogenes (c'est-a-
dire défectueuses pour la réplication et pour lesquelles le transgene n'est pas
pathogéene). La production des particules lentivirales possédant dans leur génome
viral le géne codant la luciférase avec dans sa région 3’ non traduite les séquences
Collal est réalisée en coproduction avec des particules possédant le géne de
I'EGFP. Cette coproduction de particules dans des proportions 10: 1 pour les
particules luciférase et EGFP respectivement permet de déterminer par cytométrie
en flux le pourcentage de cellules exprimant la protéine fluorescente et d'en déduire
la proportion 10 fois plus importante de cellules exprimant la luciférase. Ainsi, 3.10¢
cellules HEK 293 FT ensemenceées la veille en boites de culture de 10 cm de diametre
sont fransfectées par le PEl avec pour chaque boite 9ug de pLNT-LucF-Col1alWT ou
Mut, 0,9ug de pFGI12 et 3ug de chaque plasmide complémentaire (pLP1, pLP2,
pLP/VSV-G). Quarante huit heures apres transfection, le surnageant de culture
contenant les particules lentivirales est récupéré puis concentré 60 fois par
ultrafiltration (Tubes Amicon Ultra PL-100, Millipore, Grande-Bretagne) a 4000rpm

pendant 20min.

Transduction de cellules cibles

Une certaine quantité de particules lentivirales (LucF-CollalWT/ EGFP ou
LucF-CollalMut / EGFP) est déposée sur les cellules en culture permettant ainsi
I'intégration du génome viral dans le génome de la cellule transduite pour une
expression stable et constitutive du transgene. La transduction s'effectue dans le
laboratoire de type L2. Mille cellules sont ensemencées la veille en plague 96 puits et
transduites avec 10 & 50uL de solution contenant les particules lentivirales. Le
lendemain, le milieu est remplacé et aprés 48h, les cellules peuvent étre amplifiées
dans un laboratoire de niveau L1.

Les cellules HEK 293FT transduites avec les particules lentivirales LucF-Coll1a1WT

ou LucF-CollalMut seront appelées respectivement HEK-Collal-exon23WT et HEK-
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Collal-exon23Mut.

Evaluation de I'efficacité de la fransduction

La cytométrie en flux est utilisée pour évaluer le nombre de cellules exprimant
I'EGFP apres transduction. Deux cent mille cellules sont rincées en DPBS, puis remises
en suspension dans 200uL de DPBS et fransférées dans un tube pour lecture au
cytometre (FC500, Beckman Coulter).

La mesure de |'activité luciférase permet de déterminer |'activité luciférase
globale des cellules transduites. L'activité luciférase est mesurée en utilisant le kit
« Steady-GloR Luciferase Assay System» (Promega, Charbonniéres, France) qui
permet la détection du dégagement de lumiere due a I'oxydation du substrat

luciférine selon la réaction suivante :

. luciférase o )
Luciférine + ATP —— luciférine adenylate + PPi

0,

Oxyluciférine + AMP + lumiére

Cent mille cellules sont placées dans un puits d'une plagque 96 puits G parois
opaqgues (96 Well Optical bottom plates, NUNC, USA) et 100uL du réactif permettant
a la fois la lyse des cellules et la mesure de I'activité luciférase dans le surnageant
sont aqjoutés. Le dégagement de Ilumiere est mesuré 4 I'aide d'un
spectrophotometre sur 10s aprés 5min d'incubation, le résultat correspondant &

I'activité luciférase est exprimé en unités relatives de luminescence (URL).

2.2.4. Transfection transitoire de siRNAs

La transfection de siRNAs au sein de ces cellules est réalisée gréce a des
agents de transfection efficaces in vifro : la lipofectamine 2000 (Invitrogen) et
I'interférine (PolyPlus transfection). Le choix de I'un ou I'autre des agents dépend de
la lignée considérée, en effet, pour chaque type cellulaire I'agent présentant la
meilleure efficacité de fransfection a été choisi. En ce qui concerne les HEK

stablement modifiées pour exprimer les transcrits LucF-Collal, 10000 cellules
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ensemencées la veille en plaque 96 puits sont fransfectées avec 11 ou 33nM de
SiRNA complexés avec 0,75uL de lipofectamine mélangée volume & volume. Un
tfriplicat est réalis€é pour chaque condition. Les fibroblastes sont quant & eux
fransfectés avec 1 ou 10nM de siRNAs complexés avec 2uL d'interférine pour 10 000

ou 20 000 cellules ensemencées en 24 puits.

2.3. Clonage de séquence shRNA

La fransfection de siRNAs ne permetftant qu'une inhibifion transitoire du
transcrit Collal muté, nous avons choisi de cloner des séquences ADN pour la
production de shRNAs qui aprés prise en charge par la machinerie cellulaire de I'ARN
interférence donneront les siRNAs validés comme discriminants entre la séquence de

I'exon 23 de Collal muté et sauvage.

Le plasmide pSUPER

Le pSUPER (SUPression of Endogenous RNA) a été décrit par Brummelkamp et

al., en 2002 348, || possede un promoteur H1 qui est reconnu par I' ARN polymérase lIl.
Cette derniére permet la transcription d'un insert situé en aval du promoteur. Aussi,
I'ARN polymérase lll génére un transcrit avec en région terminale 3' deux résidus
Uridine qui permettront la prise en charge du transcrit par la machinerie d'ARN
interférence de la cellule. Un promoteur T7 est présent et sera utilisé lors du
séquencage. Le pSUPER comporte également un gene de résistance a I'ampicilline

qui permet de sélectionner les bactéries ayant incorporé le plasmide.

Séqguences pour la production de shRNA

Les shRNAs sont caractérisés par une séquence de 19 nucléotides
parfaitement complémentaire au messager ciblé (Reverse N19). Leur transcription est
induite & partir d'une ségquence d'ADN clonée en aval d'un promoteur reconnu par
une ARN polymérase il (ici le promoteur H1 dans le plasmide pSUPER). La séquence
d'ADN servant a la synthese des shRNA est formée a partir de deux oligonucléotides
parfaitement complémentaires (Figure 50) qu'il faut cloner dans le plasmide pSUPER.
Aprées franscription ces siRNAs seront pris en charge par la machinerie de I'ARN
interférence pour générer les siRNAs correspondants avec un brin sens (N19) et un

brin anfisens (ReverseN19).
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Sens 5’ —gatcccceN19ttcaagagaReverseN19tttttggaaa-3'

Antisens 5’-agcttttccaaaaaNl9tctcttgaaReverseN19ggg-3’

Figure 50 : Schéma de la cassette ADN pour la production de séquences shRNA. La
séquence sens de la molécule de siRNA composée de 19 nucléotides (N19) est
séparée de la séquence antisens (ReverseN19) par une boucle caractéristique de
MIiRNAs endogenes (en bleu). La partie antisens correspond au brin actif de la
molécule, complémentaire avec le franscrit Collal muté.

Stratéqgie de clonage

Le clonage des séquences produisant les shRNAs est inspiré des travaux de
Chang et al. 3#. Selon leur stratégie, les deux séguences d'oligonucléotides sont
complémentaires seulement pour la séquence intercalante. Les oligonucléotides
présentent ainsi aprés appariement une séquence double brin correspondant
uniguement & la séquence de la boucle du shRNA. A leurs exirémités 5' sont
également ajoutées des extrémités compatibles avec les sites de clonage Hindlll et
Bglll présents dans le plasmide pSUPER. La structure générale des oligonucléotides

servant a la synthese des shRNA est présentée dans la figure 51.

N19

5’ —gatccccNNNNNNNNNNNNNNNNNNNttcaagagaN-3'

I
3’ -ggggaagt tctctNNNNNNNNNNNNNNNNNNNaaaaatcga-5’

N19

Figure 51 : Représentation schématique de I'appariement des oligonucléotides pour
le clonage de séquences servant a la production de shRNAs selon la stratégie
établie par Chang et al. 349,

Séqguences des oligonucléotides

Les séquences de shRNAs sont dessinées & partir des ségquences de siRNAs
montrées comme efficaces pour inhiber spécifiguement le transcrit Collal muté :
siRNAs « e et f» (voir partie résultats a suivre). Leur nom est donc inspiré du nom de ces
SiRNAs.

Les séquences d’oligonucléotides utilisees pour le clonage des cassettes de ShRNA
sont les suivantes :

Oligonucléotides chevauchants complémentaires pour le shRNACollal-E :

Sens 5’ -gatccccCTGGTGAAGCTTGTCGTCCttcaagagaG-3’

Antisens 5’-agcttaaaaaCTGGTGAAGCTTGTCGTICCtctcttgaaG-3’
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N19
5®ga_tc ttcaagagag- 3’
3’ —gaja(‘;lt‘t'cUcL:hNNNNNNNNNNNNNNNNNNaaaaatcga—@ 57
) (1o ]

Xbal

pPSUPER
3,176 Kb
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Figure 52: Premiére étape du clonage des duplex d'oligonucléotides dans le
plasmide pSUPER.
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Oligonucléotides chevauchants complémentaires pour le shRNACollal-F:
Sens 5’ -gatccccTGGTGRAAGCTTGTCGTCCCttcaagagaG-3’

Antisens 5’-agcttaaaaaTGGTGAAGCTTGTCGTCCCtctcttgaaG-3’

Oligonucléotides chevauchants complémentaires pour le shRNACollal-WT:
Sens 5’ -gatccccCTGGTGAAGCTGGTCGCCCttcaagagaG-3'

Antisens 5’-agcttaaaaaCTGGTGAAGCTGGTCGCCCtctecttgaaG-3"

Les bactéries STBL3

Les bactéries STBL3 (Invitrogen) sont issues de la souche bactérienne

Escherichia Coli, elles sont chimiocompétentes et ont une efficacité de
transformation supérieure a 108 colonies par ug de plasmide. L'utilisation de cette
souche est recommandée pour I'amplification de vecteurs contenant des
séguences répétées comme les LTR et des répétitions inversées comme les
séguences pour la production de shRNAs. En effet, elles présentent des modifications
génotypiques permettant de réduire les fréquences des recombinaisons homologues
qui pourraient modifier les séquences de structure répétées-inversées des LTRs et des

oligonucléotides a cloner.

Protocole

Cing ug du plasmide pSUPER dans 50uL finaux sont linéarisés par les enzymes de
restriction Bglll et Hindlll de maniére 4 vy insérer les duplexes d'oligonucléotides
chevauchants (Eurogentec, Angers, France) contenant les séquences pour la
synthese de shRNAs (Figure 52 ci-contre). Pour optimiser les conditions de ligation, le
plasmide linéarisé est purifié sur colonne QIAquick (Qiagen) puis déphosphorylé par
traitement avec une phosphatase alcaline (Ozyme). Les oligonucléotides sont quant
A eux phosphorylés par la T4 polynucléotide kinase (Ozyme) puis appariés. La ligation
par la T4 DNA ligase (Invitrogen) permet de lier les oligonucléotides phosphorylés et
appariés avec le vecteur pSUPER linéarisé et déphosphorylé. Aprés précipitation de
I'’ADN plasmidique, 2 yL du produit de ligation sont infroduits par choc thermique
dans les bactéries STBL3. Deux cents uL de la suspension bactérienne sont étalés sur
une gélose de LB avec 100ug/mL d'ampicilline (Sigma) et incubés toute la nuit a
37°C. Plusieurs minipréparations de plasmide sont réalisées et vérifiees par digestion
enzymatique afin d'isoler un plasmide pPSUPER ayant intégré un duplex
d’oligonucléotides pour chaque construction. Une étape de séquencage est alors

nécessaire afin de s'assurer de la conformité de la séquence de chaque cassette
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ADN (Beckman Coulter Genomics, Grenoble, France) puis une maxipréparation de
plasmide est réalisée.

La deuxieme partie du clonage consiste & intégrer la cassette promoteur H1 +
séquence pour la synthese des shRNAs dans un vecteur lentiviral : le pFG12 (Figure
53). Ainsi le plasmide pSUPER-shRNA et le vecteur pFG12 sont linéarisés par Xbal et

Xhol. L'insert est ensuite ligaturé dans le pFG12 entre les séquences LTR par la T4 DNA

ligase (Invitrogen). De méme que précédemment, des minipréparations et

maxipréparations de plasmides sont réalisées a partir de la transformation

bactérienne du produit de ligation dans les bactéries STBL3.

‘5'—gatcN1 9ttcaagagagReverseN19tttttagect-3

3’-ctagReverseNl9gaagttctctNl9aaaaatcga-5’ ,
\\\\ //
\\ /
\ /
\\ /
\\ /
\\ 7/
\\ /
\ /
AN 7
\\ VA
\\ /
\\ 7/
N /
\\\ \ k’/
Xbal H Xhol }stXl Pacl
5'LTR Pstl FLTR
Flap WRE us
Miul 43~ Not~  Clal  Clal Apal
Kpnl Eagl Sall Pmel

R5
H3

Figure 53 : Deuxiéme étape du clonage de la cassette promoteur H1 + cassette ADN
pour la production des shRNAs dans le vecteur lentiviral pFG12.

Ces plasmides pFG12-shRNA sont ensuite utilisés afin de produire des particules
lentivirales capable d'apporter et d'intégrer au sein du génome de cellules
fransduites une cassette shRNA (voir paragraphe 2.2.3 dans ce méme chapitre). Ces
particules lentivirales ont notamment été utilisées pour modifier stablement des
cultures de fibroblastes issus du modele murin BrillV. Ainsi 30 000 fibroblastes

ensemencés en plague 24 puits ont été modifiés par 10, 50 ou 100uL de production
lentivirale.
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2.4. RT-gPCR Collal

Les ARN totaux des fibroblastes fransfectés transitoirement par les siRNAs ou
stablement modifiés pour exprimer les cassettes H1-shRNAs sont extraits sur 100 000 &
500 000 cellules a I'aide du kit NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel).

RT-gPCR

Cing ug d'ARN totaux sont dans un premier temps rétrotranscrits pendant 1h a
37°C dans un volume final de 50uL contenant le tampon de Reverse Transcriptase,
0,5ug de random primers, 0,5mM de dNTP, 20U de RNaseOUT et 400U de |la Murine
moloney leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). La réaction de gPCR qui
s'en suit est réalisée en triplicat pour chaque condition sur 10ng de cDNA en
présence de 300nM de primers sens et antisens et 5uL de tampon SybrGreen (BioRad,
Marnes la Coquette, France) dans un volume final de 10uL. Les mesures de DO sont
réalisées par le systeme de gPCR Chromo4 (BioRad). Les oligonucléotides 5’
CATGTTCAGCTITGTGGACCT 3’ et 5° GCAGCTGACTICAGGGATGT 3’ sont utilisés
pour amplifier un fragment du géne Collal de souris. L'amplification sur les ADN
complémentaires (ADNc) des genes codant I'hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase 1 (Hort 1, 5'-TCCTCCTCAGACCGCTTIT-3' et 5'-
CCTGGITCATCATCGCTAATC-3’) et la cyclophyline B (cycloB, 5'-
ACAGGAGGAAAGAGCATCTA-3" et 5'-CTTGACTGTAGTTATGAAGAACT-3') de Mus
musculus sont utilisées comme contréles afin de normaliser I'expression des transcrits

Collal. Les résultats sont analysés selon la méthode Vandesompele 3%,

gPCR dlléle spécifigue

Pour chaque échantillon, 1 & 10ug d'ARN sont rétrotranscrits en ADNc par le
cDNA Archive kit (Applied Biosystems) selon les recommandations du fournisseur,
dans un volume final de 100uL. L'identification spécifique de chaque allele (Collal
sauvage et muté) est ensuite réalisée par quantification relative grce a des primers
P1 5'-TGCTGGTCCCAAAGGTICTC-3' (1614-1633 pb, Gene Bank NM_007742) et P2
5'-GCCAGGACTGCCAGTGA-3' (1701-1685 pb) et des sondes TagMan spécifiques
de I'allele WT : 5'- [6FAM]TGGTGAAGCT[+G]GTCG[TAM]-3' et de I'allele muté 5'-
[6FAM]TGGTGAAG[+C]T[+T]G [+T]|CG[TAM]-3' (1635-1649 pb), contenant
respectivement 1 et 3 nucléotides de type LNA (Locked Nucleic Acid) indiqués entre
crochets (Sigma Proligo). La réaction d’amplification est assurée a I'aide du mélange

universel TagMan (Applied Biosystems) dans 25uL avec 00nM de chaque primer et
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150nM de sondes. Le cycle de température est le suivant : 2min a 50°C, 10min &
95°C, 155 4 95°C et Tmin a 60°C pendant 45 cycles. La réaction est réalisée en
triplicat pour chaque échantillon et le niveau d'expression de chaque allele est
rapporté a celui de la GAPDH.

Les étapes de reverse transcription et de gPCR ont été réalisées par le Dr Forlino

(Pavia, Italie).
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3.RESULTATS

3.1. Production de lignées cellulaires exprimant un transcrit
luciférase couplé aux séquences Co/lal WT ou Mut

Deux modeles cellulaires de cellules HEK permettant la transcription d'une
partie de I'exon 23 de Collal sauvage (WT) ou issu du modele murin d'ostéogenése
imparfaite BrtllV (Mut), sont générés par technologie lentivirale. L'efficacité et la
spécificité des siRNAs anti-Collal muté sont alors évaluées par mesure de |I'activité

luciférase au sein de ces deux types cellulaires (Figure 54).

Exon 23 collal Mut

_ArTG LucF STL _ArTG LucF STO{
N v J \ Y /
Région transcrite Région transcrite
ARNm codant LucF ARNm codant LucF
AUG STOP AUG STOP
| | | oo AAAA AAAA
%(—j ’ ° %(—j
Région traduite 100% d’homologie Région traduite
siRNA anti siRNA anti
l collal Mut l collal Mut
Activité Luciférase Activité Luciférase
N préservée

Figure 54 : Stratégie mise en place pour évaluer I'effet des é séquences de siRNA
anti-Collal muté sur une partie du transcrit muté lui-méme ou du transcrit sauvage
codant la luciférase.

Les oligonucléotides double brins de 60 paires de bases ont été introduits par
des techniques de clonage conventionnel dans un vecteur lentiviral : le pLNT-LucF
(chapitre 1 des résultats, Rousseau et al, 2010). L'insertion de ces oligonucléotides
portant une partie de I'exon 23 de Collal WT ou Mut est réalisée dans la partie 3’
non codante du gene codant la luciférase firefly, c'est-a-dire entre le codon STOP du
gene rapporteur et le signal de ferminaison de la transcription. De cefte maniére, les
sequences intfroduites font intégralement partie de I'ARNm codant la luciférase mais

ne sont pas traduites lors de la production de la protéine.
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Ces constructions plasmidiques sont ensuite utilisées pour la production de
particules lentivirales recombinantes capables de transduire efficacement un large
spectre de cellules et d'intfroduire leur génome viral au sein du génome de la cellule
hote. Ces particules sont cependant défectueuses pour la réplication. La
fransduction de cellules HEK par les particules LucF-Collal-exon23WT ou LucF-
Collal-exon23Mut permet de générer ainsi les cellules HEK-ColTal-exon23WT et HEK-
Collal-exon23Mut respectivement. Ces modeles cellulaires ont permis de tester
I'efficacité de différents siRNAs anti Collal muté en suivant I'activité de I'enzyme par

luminescence.

Afin de comparer les effets des siRNAs sur chaque construction LucF-Collal-
exon23WT et Mut, nous avons choisi de travailler avec des cellules présentant une
activité luciférase comparable témoignant d'un taux de franscrits LucF-Collal-
exon23 équivalent. En effet, I'efficacité de production de particules lentivirales et de
fransduction des cellules pouvant varier d'une condition & une autre, les cellules ont
été transduites avec des quantités croissantes de particules lentivirales. Nous avons
choisi de conserver pour la suite des investigations les cellules HEK-Collal-Exon23WT
fransduites avec 10uL et les cellules HEK-Collal-exon23Mut fransduites avec 20uL
présentant une activité luciférase de 11388 et 9589 URL respectivement pour un

méme nombre de cellules (105) (Figure 55).
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Gamme de transduction par les particules lentivirales

Figure 55: Mesure de l'activité luciférase aprés transduction par des volumes
croissants de particules lentivirales LucF-WT et LucF-Mut dans les cellules HEK.
L'activité luciférase est mesurée sur 100 000 cellules avec 100uL de Steady-Glo
Luciferase Assay System. Le résultat est exprimé par la moyenne d'un triplicat pour
chague condition + écart-type.
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3.2. Identification de siRNAs anti Co/lal muté dans les
modeles cellulaires HEK-Co/lal-exon23WT et HEK-
collal-exon23Mut

De maniere a valider les effets spécifiques des siRNAs anti-Collal-Mut, deux
séguences de siRNA contrdles sont également fransfectées. Le CT-siRNA sert de
témoin négatif, car il ne reconnait aucune séquence ftranscrite dans la cellule
eucaryote. L'activité luciférase devrait donc étre identique au contfréle non
transfecté (NT) & condition que la fransfection elle-méme n'exerce pas un effet non
spécifique inattendu. Le LucF-siRNA est le témoin positif de la transfection efficace
des siRNAs. Il permet d'induire une forte diminution de I'activité luciférase puisqu'il
cible le transcrit luciférase dans sa partie codante. Une diminution semblable est
espérée pour les siRNAs anti-Collal-Mut sur les transcrits codant la luciférase couplés

ala séquence Collal mutée.

Dans un premier temps, nous avons transfecté les siRNAs controles (CT-siRNA
et LucF-siRNA) afin de valider des conditions de transfection efficaces des cellules
HEK modifiées pour exprimer stablement la luciférase sans séquences Collal. La
condition permettant une forte diminution spécifique de I'activité luciférase a été
obtenue apres transfection de 33nM de siRNA complexés avec la lipofectamine
(Figure 56A), condition pour laquelle le siRNA contréle négatif (CT-siRNA) ne modifie
pas I'activité de I'enzyme. Dans un second temps, ce protocole de transfection a pu
étre appliqué aux siRNA anti-Collal-Mut afin d'évaluer leur efficacité et leur
spécificité vis-a-vis du transcrit muté dans les cellules HEK-Collal-exon23Mut et
sauvage dans les cellules HEK-Collal-Exon23WT  (Figure 56B). Dans ces conditions,
les siRNAs « a, b, c et d » inhibent de maniéere plus importante le franscrit muté (de 40
a 53% selon le siRNA) que le transcrit WT, mais entrainent également une inhibition
significative de I'expression de la séquence sauvage (enfre 20 et 41% contre
seulement 8% avec le CT-siRNA). Ceci suggere que I'inhibition du transcrit WT est due
non pas a un effet non spécifique de transfection mais bien & une activation du
systeme d'ARNi par les siRNAs anti-Collal muté vis-Q-vis des transcrits LucF-Collal-
exon23WT. Les séquences «e»n et «f» montrent quant a elles une inhibition
spécifique de I'activité luciférase de 57% apres transfection au sein des cellules HEK-
Collal-exon23Mut, cette inhibition étant comparable a celle obtenue avec le LucF-

SIRNA (52% dans le méme type cellulaire). De plus, la fransfection par les siRNAs « e »
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et «f» n'entraine aucun changement significatif de I'activité luciférase dans les
cellules HEK-Collal-exon23WT alors que le LucF-siRNA dans ces mémes cellules
permet d'inhiber efficacement son activité enzymatique (52%) (Figure 56B). Ces
résultats montrent que les siRNAs « e » et « f » sont efficaces pour diminuer |'expression
d'un transcrit muté portant la séquence Collal-exon23Mut et sont discriminants vis-

a-vis d'un transcrit portant la séquence de I'exon 23 du Collal sauvage.
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Figure 56 : Inhibition de I'activité luciférase aprés transfection transitoire de siRNAs
dans les modeéles cellulaires HEK exprimant la luciférase. (A) Mise au point des
conditions de transfection par transfection transitoire de 11 ou 33nM de siRNASs
contréles : CT-siRNA et LucF-siRNA dans des cellules HEK modifiées pour le transcrit
luciférase seul sans les séquences Collal. (B) Transfection transitoire des 6 siRNAs
anti-Collal muté (33nM) dans les cellules HEK-Collal-exon23WT et HEK-Collal-
exon23Mut. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de I'activité
luciférase par rapport a I'activité basale des cellules et comparé au confrdle
négatif : le CT-siRNA et au contréle positif : LUCF-SIRNA (xécart-types).

3.3. Validation des siRNAs anti Co/lal muté dans des
fibroblastes de souris BrtIIV

Les cellules HEK-ColTal-exon23WT et Mut nous ont permis d’'identifier deux
séguences de siRNA : « e et f», potentiellement capables d'inhiber spécifiqguement
et efficacement I'expression de Collal muté dans le modéle de souris BrillV.
Cependant la limite de ces modeles cellulaire repose sur le fait que seule une petite
partie de I'’ARNm de Collal est transcrit et que chaque transcrit (LucF-Collal-
exon23WT et LucF-Collal-exon23Mut) est produit séparément dans des cellules
différentes. L'étape suivante consiste donc & évaluer I'efficacité de ces deux
séguences de SiRNA «en et «f» dans des cellules issues des souris BrtllV afin de
valider (1) leur efficacité sur des transcrits complets codant les chaines al sauvages

et mutées et (2) leur spécificité dans une cellule ou les deux transcrits (WT et Mut)
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10 000 cellules

% d’inhibition du WT

50

55

35

80

25

30

% d’inhibition du muté

40

70

60

45

60

70

Tableau 8 : Résultats obtenus par qPCR alléle spécifique aprés transfection des siRNAs
anti Collal muté « e » et «f» dans les fibroblastes de souris BrillV. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d'inhibition pour chaque allele (WT ou Mut). Les conditions
pour lesquelles I'allele sauvage est plus fortement inhibé que I'allele muté sont
indiquées en bleues, tandis que les conditions pour lesquelles I'inhibition du franscrit
muté dépasse celle du transcrit sauvage sont indiquées en rouge.
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sont exprimés simultanément.

Nous avons ainsi fravaillé a partir de cultures primaires de fibroblastes issus de
souris saines ou BrillV (ces cellules ont été fournies par le Dr Forlino, Italie). Comme
précédemment, une premiere étape de validation des conditions de transfection a
eté nécessaire avant de transfecter les siRNAs anti-Collal «e» et «f». Dans cet
objectif, des fibroblastes sauvages ont été transfectés avec le CT-siRNA ou avec un
SiRNA permettant d'inhiber spécifiquement I'expression de Collal WT endogéne
(SIRNA eWT). Cependant la lipofectamine ne permet pas de transfecter
efficacement des siRNAs dans ce type cellulaire contrairement & I'interférine qui,
guelgue soit la quantité de siRNA transfectée, a permis d'obtenir une inhibition des
transcrits Collal d'environ 60% avec l'interférine (mesurée par gPCR, figure 57).

3,00 -
2,50
2,00

1,50

1,00 M interférine

L lipofectamine
0,50

endogéne (qCPR)

0,00

Expression relative de I'ARNm de collal

CT-siRNA collal-siRNA

Figure 57 : Niveau d'expression des ARNm Collal endogenes évalués par qPCR
apres transfection transitoire de siRNAeWT par deux agents de transfection: la
lipofectamine et I'interférine.

Dix mille ou 20 000 fibroblastes BrillV ont ensuite été transfectés avec 1 ou
10nM de siRNAs anti Collal muté « e » et « f» complexés a l'interférine. L'analyse de
I'expression de chacun des deux franscrits a été réalisée par I'équipe du Dr Forlino
par gPCR allele spécifique dans les conditions oU 10 000 cellules ont été transfectées
(les conditions utilisant 20 000 cellules sont en cours d’'analyse). Les résultats montrent
une inhibition significative du transcrit muté avec les deux séquences de siRNA
pouvant atteindre 70% d'inhibition (InM de siRNA « e » ou 10nM de siRNA « f») tout
en préservant I'expression de I'alléle sauvage (entre 25 et 55% d'inhibition selon le
SIRNA et les conditions de ftransfection) (Tableau 8 ci-contfre). Les meilleures

conditions de transfection du siRNA « e » permettent d'inhiber 60% du transcrit muté

162



RESULTATS
3.Stratégie d’utilisation des molécules d’ARNi dans 1’ostéogenése imparfaite

et seulement 25% du transcrit sauvage. En ce qui concerne le siRNA « f» les meilleurs
résultats ont été obtenus dans les mémes conditions de transfection avec 70%
d’inhibition d’'expression de I'’ARNm Collal muté et 30% d'inhibition du WT.

Ces résultats montrent que la quantité relative de transcrit sauvage codant

une chadine al fonctionnelle est augmentée par rapport a celle du transcrit muté

(Figure 58).
A -

0.8+ Figure 58 : Expression relative des transcrits
0.6 Collal sauvage et muté dans les
0.4+ fibroblastes de souris BrillV mesurée par
0.2- ' gPCR alléle spécifique. Les résultats sont
0 indigués en unités relatives d’'expression
B — avec pour référence les cellules non
1- transfectées pour lesquelles une valeur
0.8 arbitraire de 1 a été choisie. Cette technique
0.6 permet d'évaluer le niveau d'expression des
0.4- ARNm Collal muté (A) et sauvage (B) afin
0.2- de déterminer la part d’'expression du
0 . franscrit WT par rapport au transcrit Mut (C).

Les résulats sont normalisés par rapport &

¢ 2.0- I'expression de la GAPDH et sont exprimés en
moyenne * écart-types.
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3.4. Clonage de séquences « shRNA » a partir des siRNAs « e »
et «f»

Ces études préliminaires ont permis d'identifier deux séquences de siRNA
permettant une inhibition significative du transcrit Collal muté dans des fibroblastes

de souris BrillV tout en préservant le tfranscrit Collal sauvage. Cependant ces
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inhibitions restent éphémeres de par la présence transitoire des siRNAs transfectés.
C'est pouquoi afin de permettre une inhibition stable dans le temps du franscrit muté
une cassette d'expression de shRNA doit étre apportée et intégrée au sein des
cellules cibles comme les cellules souches mésenchymateuses des souris BrillV. Trois
cassettes de shRNA ont été dessinées en vue d'un clonage dans un vecteur
lentiviral : 2 cassettes désignées shRNACollal-e et sShRNACollal-f car dérivées des
séguences de SiRNA «en et «f» respectivement et une cassette basée sur la
séquence du siRNA-eWT ciblant le transcrit sauvage (sShRNACollal-eWT). En ce qui
concerne le CT-siRNA, nous avons choisi d'utiliser une construction de shRNA déja
disponible au laboratoire : le shRNA-LacZ correspondant a un siRNA ciblant le

transcrit de la p-galactosidase exprimé par les bactéries uniquement.

Le dessin de la séquence d'ADN servant d la synthése des shRNA a dans un
premier temps été basé sur la publication originale de Brummelkamp et al 348, Cette
stratégie implique I'insertion d’oligonucléotides appariés sur toute leur longueur
(Figure 59) dans le plasmide pSUPER possédant un promoteur compatible avec I'ARN
polymérase lll : le promoteur H1. La cassette promoteur H1 + shRNA est ensuite sous-
clonée dans un vecteur permettant la production de particules lentivirales : le
pPFG12. Cette stratégie est utilisée en routine au laboratoire car elle a déja permis de

cloner avec succeés un grand nombre de séquences de ce type.

Sens 5’ GATTCC TTCAAGAGA[ReverseN19|TTTTTGGAAA 3
Anti-sens 3’ GG|ReverseN19 AAGTTCTCT | N19  AAAAACCTTTTCGAS

Figure 59 : Schéma des oligonucléotides appariés formant une séquence ADN pour
le clonage de shRNA selon les recommandations de Brummelkamp et al. Ces
oligonucléotides présentent des extrémités sortantes en 5’ compatibles avec les sites
de clonage du plasmide pSUPER et possédent au niveau du brin anti-sens les
séguences nécessaires d la synthése de la molécule de shRNA par la polymérase |ll.

Ce protocole a permis de cloner les séquences shRNAColTal-eWT avec un
rendement de 52% (pourcentage de miniprep ayant intégré un duplex
d’oligonucléotides apres digestion enzymatique et migration sur gel d'agarose).
Cependant, cette stratégie n'a permis d'obtenir que trés peu de clones pour les
séquences sShRNACollal-e et f (1 et 2% respectivement). De plus, le séquencage des
guelgues clones ayant intégré les séquences shRNACollal-e et f a montré de
nombreux remaniements par rapport aux ségquences souhaitées telles que des

insertions, délétions ou substitutions (Figure 60). Le taux de réussite du clonage de la
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séguence shRNACollal-eWT nous a tout de méme permis d'isoler une miniprep
positive au séquencage.

v

Séquence obtenue1 GATCCCCCTGGTGRAG-TGGTCGCCCTTCARGRAGAGGGCGACCAGCTTCACCAGTITTTITI GGARR 64
Séquence attenduea GATCCCCCTGGATGRAGCTGETCGCCCTTICAAGAGAGGGCGACCAGCTTCACCAGTTTITTI GGARR 65

Figure 60 : Exemple d'une délétion révélée par le séquencage d'une minipréparation
de plasmide pSUPER-shRNACollaleWT.

Au regard de ces difficultés de clonage inhabituelles, nous avons dans un
deuxieme temps choisi d'utiliser une autre stratégie de clonage de séquences ShRNA
dans le plasmide pSUPER en se basant sur les tfravaux de Chang 34. Selon sa
stratégie, les deux séquences d'oligonucléotides sont complémentaires seulement
pour la séquence intercalante correspondant & la boucle du shRNA (voir
paragraphe 2.3 du matériel et méthodes) ce qui semble faciliter I'insertion du duplex
dans le plasmide pSUPER. Ce nouveau dessin des oligonucléotides a permis d'obtenir
pour chaque couple d'oligonucléotides semi-appareillés ShRNA-Collal-eWT, e et f
plusieurs minipreps positives avec une insertion des duplexes (40, 20 et 25%
d'efficacité au clonage respectivement) et de retenir pour chague shRNA une
miniprep aprées séquencage présentant 100% d'identité entre la séquence clonée et

la séquence attendue.

La seconde étape du clonage, qui consiste a sous-cloner la cassette
« promoteur H1 + sShRNA » du plasmide pSUPER vers le vecteur lentiviral pFG12, a été
réalisée avec succes. A partir des vecteurs pFG12-shRNA, des particules lentivirales
ont pu étre produites afin de modifier stablement les fibroblastes de souris BrillV. Le
PFG12 possede également entre ses séquences LTR une séquence codant I'EGFP
nous permettant d'analyser et de comparer I'efficacité de transduction pour
chaque construction. Ces analyses ont montré pour chaque transduction deux
populations distinctes, I'une correspondant aux cellules non modifées et I'autre a des
cellules exprimant plus ou moins fortement I'EGFP selon les conditions de transduction
(Figure 61). L'analyse par gPCR allele spécifique des effets de I'expression des sShRNAs
au sein de ces cellules est actuellement en cours d'investigation par comparaison
aux effets des deux shRNA contréles : le sShRNACollal-eWT ciblant les ARNm Collal
sauvages et le shRNA-LacZ n'ayant aucune cible dans les cellules souris. Cependant
il sera important de prendre en compte les données de la cytométrie en flux afin de

comparer des populations cellulaires exprimant le méme taux Jd'EGFP et
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théoriqguement le méme taux de shRNA (Figure 61). Ainsi, les conditions de
fransduction 10uL, 100uL et 50uL respectivement pour les cassettes shRNA-LacZ,
Collal-e et f présentant une proportion de cellules et une intensité d’'expression de
I'EGFP équivalentes (62% de cellules EGFP et 20,7 d'intensité d’expression en

moyenne) pourront étre utilisées par la suite dans les investigations de gPCR allele

spécifique.
A ’ ‘ B ‘ l C
100pL h 100uL
A “. 50uL . 50uL 50 100uL
’ LolopL 10pL ~ S 100 ML
u
NT NT NT
NT shRNA-Lacz shRNACol/1a1-E shRNACol/1a1-F ‘
Lentivirus (uL) 0 10 50 100 10 50 100 10 50 100
cellulesEGFP (%) 3 61 47 70 23 45 56 42 69 86
X-mean 1,6 23 23 70 6,7 12 17 8,6 22 50

| | |

Figure 61: Analyse par cytomeétrie en flux de I'expression de I'EGFP aprés transduction
par les particules lentivirales « shRNA» des fibroblastes mutés. L'analyse des
histogrammes montre la répartition des cellules comparativement aux cellules non
fransduites (NT) et permet de calculer pour chaque condition de transduction les
pourcentages de cellules et l'intensité (X-mean) d’expression de I'EGFP pour les
particules lentivirales shRNA-LacZ (A), Collal-e (B) et —f (C). Les populations
cellulaires présentant des taux d'EGFP comparables sont reliées par une ligne noire.

Afin d'améliorer ces études, une étape de tri cellulaire pour isoler les cellules
effectivement transduites (par expresssion de I'EGFP) pourra étre effectuée de facon
a comparer |'expression relative des transcrits Collal sauvage et muté dans une

population de cellules homogéne pour I'expression de séquences ShRNA.
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les investigations menées ont permis d'identifier deux séquences de siRNA
efficaces pour inhiber le transcrit Collal muté et préserver la séquence sauvage
dans des fibroblastes de souris BrtllV. Des analyses de qualité de la matrice
collagénique sur les cellules modifiées pour une expression stable des cassettes
« ShRNA » correspondantes devront étre mises en place afin d'évaluer le bénéfice de
I'inhibition d'expression de la chaine mutée. La prochaine étape de cette étude
consiste a évaluer I'efficacité thérapeutique de I'expression de ces cassettes
« ShRNA » chez la souris BrtllV par thérapie cellulaire et génique via I'autogreffe de

cellules souches mésenchymateuses modifiées par les lentivirus ShARNACollal-e ou f.

4.1. Thérapie cellulaire : les cellules souches
mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont largement développées
dans des protocoles cliniques de thérapie cellulaire (121 essais cliniques répertoriés
http://clinicaltrials.gov) y compris pour des désordres osseux comme |I'ostéonécrose
(NCT00813267) ou encore I|'arthrite artficulaire (NCT01183728). Les techniques

d'isolement et de purification des CSM sont relativement bien développées et de

plus en plus adaptées a la mise en place d'essais cliniques chez I'Homme 351352, En
ce qui concerne I'ostéogenéese imparfaite, plusieurs études ont également montré
les effets thérapeutiques bénéfiques d’'allogreffes de CSM. En effet, ces cellules sont
les progéniteurs des ostéoblastes et des fibroblastes, source essentielle de collagéne

de type l.

L'injection systémique de CSM autologues exprimant la GFP dans un modéle
murin d'ostéogenése imparfaite montre une expression de la protéine fluorescente
dans différents tissus y compiris le tissu osseux. Les CSM ont ainsi été retrouvées dans la
moelle osseuse, I'os frabéculaire et I'os cortical sur des coupes histologiques de
fémur et de tibia. Elles expriment les marqueurs caractéristiques d'une différenciation
ostéoblastique et produisent une matrice collagénique fonctionnelle participant a la
formation osseuse 353, Ces injections ont permis d’améliorer le tableau clinique chez

la souris malgré un faible pourcentage de prise de greffe. C'est pourquoi un essai
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clinique a été mis en place chez des enfants atteints d'ostéogeneése imparfaite
impliqguant la tfransplantation de précurseurs mésenchymateux issus de la moelle
osseuse de donneurs sains (NCT00187018).

Le pourcentage de prises de greffe des CSM autologues injectées par voie
infra-utérine chez la souris BrillV gestante était supérieur & celui obtenu dans I'étude
précédente. Ces cellules produisaient 20% du collagene de type | total dans le tissu
osseux des souriceaux 354, Dans un modéle murin d'ostéogenése de type lll (la souris
oim) cette voie d'injection a également montré I'efficacité d'un protocole de
xénogreffe par injection de CSM humaines chez la souris gestante. Les CSM ont été
maijoritairement retrouvées au sein du ftissu osseux. Cette greffe a eu pour
conséquence une réduction de l'incidence des fractures (58,6% des animaux traités
présentaient au moins une |ésion contre 97,7% chez les souris contréles), fractures
dont le nombre était significativement diminué par animal (1 au lieu de 3 en
médiane). L'injection de ces CSM a également permis d'augmenter la résistance et
la longueur des os, I'épaisseur de la corticale et de normaliser la croissance des

animaux 355,

La voie d'injection infra-utérine permet donc d'obtenir un meileur
pourcentage de prises de greffe des CSM dans le modéle animal permettant de
diminuer I'incidence des fractures et les déeformations osseuses. Cette voie
d'injection est plus risquée que la greffe de CSM post-natale mais présente un
certain nombre d'avantages par rapport aux autres méthodes d'administration 356,
Elle permet d'intervenir dés la formation primaire du squelette du feetus réduisant
ainsi les taux de mortalié intra-utérine. De plus, un feetus dont le systéme immunitaire
est immature accepte plus facilement des antigenes étrangers 357. De par la taille
réduite du fecetus un nombre réduit de CSM suffit a permettre la prise de greffe.
L'expansion des cellules greffées au sein des différents compartiments anatomiques
est également plus facile car les mécanismes de prolifération et d'expansion clonale
sont fortement actifs lors du développement embryonnaire. Cette technique a dés
lors été utilisée chez une femme enceinte présentant un foetus avec une
ostéogenese imparfaite sévere. L'injection de CSM allogéniques in utero durant la
32¢me semaine de grossesse combinée a un tfraitement par des bisphosphonates des
I'dge de 2 mois apres la naissance a permis d'améliorer I'architecture de 1'os
trabéculaire et de diminuer le risque de fracture (seulement 3 en 2 ans). A I'Gge de 2

ans, la croissance et le développement de I'appareil psychomoteur étaient normaux
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187,

Cependant cette voie d'injection n'est possible qu’'aprés dépistage pré-natal
d'un phénotype d'ostéogenese imparfaite. Dans les cas oU la maladie n'est
détectée qu'd la naissance ou dans la petite enfance, les techniques de
fransplantation nécessitent de trouver un donneur HLA compatible afin d'optimiser
les prises de greffe. Une maniere de s'affranchir du probleme de compatibilité du
donneur et du receveur serait de pouvoir corriger stablement les CSM du patient en
vue d'une autogreffe.

Nous proposons de tester cette possibilité par modification des CSM de souris
BrilV par production stable des molécules de shRNAs, spécifiques du transcrit Collal
muté, clonées dans notre étude. Les effets sur la qualité de la matrice de collagéne
et son impact sur I'architecture osseuse pourront étre comparés & ceux obtenus par
allogreffe de CSM sauvages. Dans un premier temps, les protocoles testés pourraient
utiliser la voie d'injection intra-utérine avant d'envisager de réelles autogreffes. Les
particules lentivirales que nous avons produites seront utilisées afin de modifier
stablement les CSM BrtllV. En effet, les CSM sont efficacement transduites par ces
vecteurs (voir conclusions et discussion du chapitre 1 des résultats). De plus, les
particules lentivirales réprésentent une classe de vecteurs ayant un fort potentiel de

transfert de géne et sont activement développées pour une utilisation en clinique.

4.2. Thérapie génique : les vecteurs rétroviraux

Les vecteurs rétroviraux utilisent les capacités intégratrices des rétrovirus
permettant une expression stable et constitutive du fransgéne tout en étant
inefficaces pour la réplication. En effet, les genes viraux de réplication (gag, pol et
env) sont remplacés par le transgéne et le vecteur conserve les séquences LTR
indispensables a I'intégration au sein du génome de la cellule cible et a I'expression
du gene d'intérét. Cependant, les limites & [I'utilisation de ce genre de vecteur
résident dans le fait qu'ils ne peuvent fransduire que des cellules en division.

Le premier essai clinique utilisant ces vecteurs rétroviraux fut mené par le
professeur Alain Fischer & I'HSpital Necker en 1999 sur des enfants atteints d'un déficit
immunitaire combiné sévere (DICS). Ces enfants dont le systeme immunitaire est
défaillant suite & la mutation dans le gene codant la chaine commune gamma du
récepteur a l'interleukine 2 (indispensable au fonctionnement des lymphocytes T)

sont maintenus & I'écart de virus et de bactéries extérieurs dans des bulles &
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atmosphere stérile. La stratégie envisagée consistait en une autogreffe de cellules
souches hématopoiétiques du patient modifiées ex vivo a I'aide d'un rétrovirus
codant le gene fonctionnel de la chaine y. Ainsi, 10 enfants ont pu étre traités avec
ce protocole permettant ainsi une production de lymphocytes T fonctionnels
(production complete ou partielle par rapport & un individu sain). Malheureusement,
chez deux d'entre eux, l'insertion du transgene se fit  proximité d'un proto-
oncogene : LM02 (impligué dans le contréle de I'nématopoiese) dont I'expression fut
activée par les séquences LTR conduisant & une leucémie 35835, L'un d'eux décéda
5 ans plus tard. Ces essais ont donc permis de sauver 17 « enfants bulles » sur 20
traités au total en France et en Angleterre ; et de mettre en évidence la dangerosité

potentielle d'insertion mutationnelle des vecteurs rétroviraux 3¢0,

Depuis quelgues années, une nouvelle classe de vecteurs réfroviraux, les
vecteurs lentiviraux, majoritairement développés a partir du HIV-1  (Human
immunodeficiency virus — 1), sont activement développés. lls ont une capacité de
clonage allant jusqu’'a 9 kb permettant I'insertion de transgenes et de promoteurs de
grande taille. lls peuvent transduire a la fois des cellules en division et post-mitotiques
gr@ce a leur complexe de préintégration 3¢ et permettent de par I'intégration de
leur génome au sein du génome de la cellule héte une expression stable du
fransgene. De méme que précédemment, les vecteurs lentiviraux sont inefficaces &
la réplication de par le remplacement des genes viraux nécessaires a cette étape
par le transgéne d'intérét.

Les études actuelles sur le développement des vecteurs lentiviraux visent &
améliorer leur efficacité de transfert de gene et la sécurité biologique. Ainsi,
I'amélioration de leur efficacité passe par I'augmentation des titres de production,
de I'efficacité de la transduction et de I'expression du fransgéne. Des lignées de
production des particules lentivirales ont été modifiées pour exprimer de maniére
inductible la VSV-G (glycoprotéine d'enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire)
permettant une production de vecteurs & grande échelle 362, L'expression de la VSV-
G permet également d'augmenter I'efficacité de transduction y compris dans des
types cellulaires peu permissifs voire réfractaires via la reconnaissance de cette
protéine d'enveloppe par les chaines de glycosaminoglycanes des protéoglycanes
présents & la surface des membranes cellulaires offrant ainsi un large fropisme
cellulaire aux particules lentivirales 363, C'est le cas par exemple des hépatocytes
primaires, des astrocytes, des lymphocytes T, des macrophages et des cellules

dendritiques. L'expression du fransgene peut quant & elle étre améliorée au niveau
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franscriptionnel par I'gjout d'une séquence Matrix attachment region (MAR)
améliorant la conformation du provirus dans la chromatine et favorisant ainsi la
fixation des facteurs de franscription 3¢4, ou encore par |'utilisation d'un promoteur
fort. Au niveau post-tfranscriptionnel, l'insertion de séquences de type wpre
(Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element) ou de type région
3" / 5" non traduites (UTR) permettent de favoriser la stabilité des ARNm et leur
fransport vers le cytoplasme 344,

Une application frés prometteuse des vecteurs lentiviraux concerne la
modification de cellules ex vivo difficiles & transfecter avec les méthodes classiques.
Un essai d notamment été mené chez deux enfants dgés de 7 ans atteints
d'adrénoleucodystrophie liée a I'X, une pathologie neurodégénérative sévere
associée a une démyélinisation progressive du systéme nerveux central et
périphérique. Cette pathologie se caractérise par la mutation du géne ABCDI
codant la protéine de I'adrénoleucosytrophie (ALD). A ce jour, la transplantation
allogénique de cellules souches hématopoiétiques issues d'un donneur sain est la
seule thérapie efficace, mais ce type de stratégie pose le probléme de compatibilité
entre donneur et receveur et est également liée a un fort risque de mortalité. Dans
cet essai clinique, deux patients atteints d'adrénoleucodystrophie ont été traités par
allogreffe de cellules CD34* stimulées et modifiées ex vivo par un vecteur lentiviral
dérivé du HIV-1 codant la protéine ALD. Le promoteur utilisé est un promoteur MND
(myeloproliferative sarcoma virus enhancer) modifié afin d'éviter I'activation de
génes A proximité du site d'insertion dans le génome de la cellule héte. L'utilisation
de ce vecteur lentiviral a permis une transduction efficace des cellules CD34+. Aprés
réinjection chez le patient, 25% des cellules du sang périphérique expriment I'ALD et
un arrét de la progression de la maladie au niveau du systéme nerveux central a pu
étre observé. Enfin, I'analyse longitudinale de l'insertion du transgene n'a montré

aucun effet délétére 365,

Ces avancées technologiques et la mise en place d'essai cliniqgue sont un
espoir pour le fransfert de gene dans différentes pathologies y compris dans

I'ostéogenese imparfaite.
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5.DISCUSSION

Cette étude, ainsi que le nombre croissant de publications, montrent la
faisabilité de ['utilisation des molécules d'ARNi pour cibler spécifiguement et
efficacement I'expression d'un transcrit muté ne différant que d'un ou deux

nucléotides par rapport au franscrit sauvage codant la protéine fonctionnelle.

Nos résultats nous ont permis d'identifier deux séquences de siRNA efficaces
pour inhiber ex vivo efficacement et spécifiquement I'expression du transcrit Collal
muté des souris BrillV. Cependant, les brins antisens des siRNAs « e » et « f » présentent
non pas un mais deux nucléotides différant avec la séquence sauvage. En effet, la
présence de la mutation silencieuse a proximité de la mutation ciblée par les siRNAs
enfrainant la substitution d'une glycine ne nous a pas permis de tester dans les
meilleures conditions plusieurs séquences de siRNA ne présentant qu'un nucléotide
de différence comme ce serait le cas dans le traitement d'un patient atteint
d'ostéogeneése imparfaite. Pour les siRNAs présentant une seule différence («a et
b »), I'avantage du positionnement de la mutation sur la 1é6eme base du brin sens du
SiRNA « a» décrit par Schwarz et al. 343 n'est pas retrouvé. En effet, comparativement
au siRNA « b » présentant la mutation en position 15, les pourcentages d'inhibition
des deux transcrits sauvage et muté sont équivalents (23-26% et 40% respectivement,
tableau 9). De plus, les pourcentages d'inhibition moyens présentés dans le tableau
? montrent que la fransfection des cellules HEK-Collal-exon23Mut par les siRNAs « c,
d, e et f» présentant deux nucléotides de différence permet une augmentation de
I'inhibition de I'expression du transcrit Collal muté comparativement aux effets des
SiRNAs « a et by ne présentant qu’une seule différence (de 48% A& 57% dans les
meilleures séries contre 40% respectivement). L'efficacité d’'inhibition du transcrit
Collal muté est optimale avec les siRNAs « e et f». Ces deux molécules de siRNA
préservent I'expression du transcrit sauvage contrairement au siRNA « ¢ » qui I'inhibe
d 41% bien que présentant deux nucléotides de différence avec cet ARNm.
Néanmoins, il peut étre noté que I'un de ces nucléotides ciblant une des deux
mutations ponctuelles est situé en position 12 pour le siRNA «e» et 16 pour le «fy,
positions qui avait été montrées comme efficaces pour induire le clivage spécifique
du franscrit muté par Schwarz et al. 343, Ainsi, le nombre de variations nucléotidiques
et le positionnement des siRNAs sur les transcrits Collal sauvage et muté semblent

étre des facteurs impliqués dans ' efficacité des siRNAs.

172



RESULTATS

3.Stratégie d’utilisation des molécules d”’ARNi dans 1’ostéogenése imparfaite

siRNA collal Mut Inhibition du transcrit | Inhibition du transcrit
TaueF ayant la LucF avant la
sequence collal WT | sequence collal Mut
¢ 11 16 0% 57%
12 17 0 579%
e 1 . | 0% 37%
13 IE 200 o,
d | . . | 20% 48%
17 Fa
¢ | 14 — 41% 33%
13
b | . | 26% 40%
| f | 23% 40%

@ Mutation nucléotidique ponctuelle provoquant le changement d’une glycine en cystéine
@ Mutationssilencieuse provoquant la substitution d’une cytosine en thymine

Tableau 9: Relation entre le nombre de mutation et leur positionnement sur les
séquences siRNA anti-Collal Mut avec leur effet d'inhibition du transcrit LucF-WT et
LucF-Mut.

Afin d'évaluer la possibilité de cibler une mutation ponctuelle par les
molécules d'ARNi, une nouvelle étude avec un dessin de plusieurs séquences de
siRNA pourrait éfre mise en place en se basant sur des cultures primaires de cellules
issues de patients dont la mutation ponctuelle est clairement identifiée. La
production des shRNA issues du dessin et de I'idenfification de séquences siRNA
adaptées a cette mutation permettra de modifier stablement des CSM issues de ce
méme patient et d'en étudier les effets bénéfiques. Des vecteurs lentiviraux optimisés
pour améliorer |'efficacité de transduction et minimiser les effets délétéres pourront
étre utilisés dans ce cas. Cependant, cette technique de transfert de géne peut étre
associée O une perte des capacités de prolifération et de différenciation des
progéniteurs 3¢, De plus, un fort taux d'expression des ShRNAs peut également étre
associé a une toxicité cellulaire. En effet, ces ShRNA pourraient entrer en compétition
avec les miRNAs endogéenes et entrainer enfre autre une saturation de I'Exportin-5
permettant le fransport des molécules d'ARNi du noyau vers le cytoplasme. Dans un
modeéle de shRNAs dirigés contre un transcrit hépatique, la saturation de I'exportine-5
aprés injection de vecteurs AAV a conduit a la mort de I'animal 3¢7. Une cytotoxicité
a également été mise en évidence par expression de shRNAs sous contréle d'un
promoteur fort dans des lymphocytes, alors que la régulation de ce méme shRNA au
sein de la méme population cellulaire sous un promoteur plus faible ne présentait
aucune toxicité 368, Ces effets ont également été montrés dans le cerveau 3¢9, En plus

de I'Exportin-5, un deuxieme niveau de compétition entre les molécules d’ARNi
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exogenes et les miRNAs a recemment été observé pour le fransport et I'incorporation
des brins effecteurs dans les complexes RISC, étape notamment régulée par TRBP
(trans-activation-responsive RNA-binding protein) 370, Ces résultats ayant été observés
avec des fortes concenfrations de siRNAs fransfectés ou issues de la maturation de
ShRNAs, les conditions de fransduction des CSM devront donc étfre mises au point
afin d'inhiber efficacement I'expression des chaines mutées au profit d'une
conformation fonctionnelle de la friple hélice de collagene de type | tout en évitant
ces désagréments.

Enfin, la nature répétitive des transcrits codant les chaines al et a2 du
collagéne de type | est une limite pour le choix de séguences antisens en générall.
C'est certainement pour cette raison que nous avons rencontré des difficultés lors du
clonage des séquences ADN pour la production des shRNAs avec un protocole qui
avait pourtant montré son efficacité auparavant. Afin de pallier cette difficulté,
plusieurs équipes ont proposé de nouvelles stratégies pour inhiber efficacement
I'expression du franscrit muté sans cibler la mutation impliquée dans I'apparition de
la pathologie. Ces stratégies sont basées sur le polymorphisme des alleéles de
collagéne induisant la présence d'un PNP (polymorphisme nucléotidique ponctuel)
dans les régions non traduites des franscrits dont les séquences se prétent plus
facilement au dessin de séquences antisens 335, Les tfravaux de Lindhal et al montrent
une inhibition significative de I'expression du transcrit COLIA2 apres transfection
fransitoire de siRNA ciblant le PNP Cytosine / Thymine de I'exon 6 (PNP ID rs1800222).
Parmi les 7 siRNAs festés, deux se sont révélés plus efficaces pour inhiber
spécifiqguement I'expression du franscrit muté : les siRNA dont le polymorphisme
nucléotidique ponctuel lié a I'ARNm muté était situé en position 7 et 8 du brin

antisens du siRNA 371,

L'ensemble de ces résultats décrits dans la bibliographie et notre propre
étude montrent que quelque soit la stratégie visant & inhiber I'expression d'un
transcrit muté (en ciblant la mutation elle-méme ou un polymorphisme nucléotidique
ponctuel) il est indispensable de tester plusieurs séquences de siRNA afin d'en

identifier au moins une qui soit réellement efficace et spécifique.
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Seulement 10 ans apres sa découverte chez le ver Caenorabditis elegans,
I'ARN interférence s'est révélée étre une approche prometteuse pour offrir une
véritable plate-forme de développement de médicaments capable de générer des
profits a différents niveaux. En effet, la stratégie d'utilisation de la machinerie de
I'ARNi est rapidement devenue un outil thérapeutique efficace et applicable d un
grand nombre de maladies. Ainsi le développement de ces molécules en thérapie
vise a limiter I'étendue de pathologies infectieuses (virus, bactéries, parasites),
génétiques associées a des mutations (épissage alternatif aberrant, mutation
ponctuelle, mutation missense, polymorphisme nucléotidique ponctuel, fusion
anormale de protéines) voire métaboliques (cancers). De plus, un certain nombre de
cibles thérapeutiques potentielles, mises en évidence & partir des études
génomiques ne pouvant étre inhibées par des moyens traditionnels tels que les
agents chimiques ou les molécules séquestrant des facteurs extracellulaires
(anticorps, récepteurs solubles), pourraient I'étre désormais gréice a cette stratégie.
Les deux facons les plus courantes pour inhiber I'expression de ces cibles
thérapeutiques dans les cellules de mammiféres sont l'injection de siRNAs
synthétiques exogénes ou l'introduction de « cassettes ADNy conduisants & la

synthése de molécules de types shRNAs.

Dans le cadre de notfre étude, nous avons choisi de tester les effets
thérapeutiques potentiels de ces deux types de molécules que sont les siRNAs et les
shRNAs dans deux pathologies osseuses rares, une tumeur osseuse primive :
I'ostéosarcome, et une pathologie génétique & caractére dominant : I'ostéogenése
imparfaite.

Nos résultats montrent que des injections locales de siRNAs dans le
microenvironnement  tumoral de I'ostéosarcome permettent  d'inhiber
significativement et spécifiquement I'expression de protéines telles que la luciférase
(mise au point du protocole d'injection) ou la cytokine Rankl (cible d'intérét
thérapeutique). L'inhibition de I'expression de Rankl prévient les I€sions ostéolytiques
associées au développement tumoral et retarde la rechute liée a I'arrét des
fraitements de chimiothérapie dans deux modeéles murins distincts d'ostéosarcome.
Jusqu’a présent utilisés pour cibler I'expression de genes impliqués dans I'apoptose
ou le cycle cellulaire, les résultats obtenus dans nofre étude montrent que les siRNAs
peuvent également étre utilisés pour cibler [I'expression de protéines du

microenvironnement de I'ostéosarcome. En effet, Rankl semble étre exprimé par les
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Figure 62 : Principales caractéristiques des deux classes d’agents pharmacologiques
vtilisés en clinique : les agents chimiques et les agents biologiques (protéines

recombinantes et

anticorps)

comparées aux propriétés des molécules

thérapeutiques dérivées de I'ARNi. D'apres la revue de Bumcrot et al, 35,
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cellules tumorales elles-mémes mais également par les cellules stromales et

lymphocytaires.

Les molécules de siRNAs permettent également d'inhiber efficacement
I'expression d'un franscrit muté. En effet, dans notre modéle d'étude de
I'ostéogenese imparfaite nous avons identifié et validé deux séquences capables
d’inhiber efficacement I'expression du transcrit Collal muté tout en préservant
I'expression de I'’ARNm sauvage ne différant que de 2 nucléotides. Cette étude est la
premiere a montrer la faisabilité d'une telle stratégie pour cette pathologie.
Cependant, de nouvelles investigations doivent étre menées sur des transcrits Collal
mutés ne différant que d'un seul nucléotide avec la séquence codant la protéine

sauvage.

Le nombre croissant d'études précliniques et cliniques ainsi que les présents
résutats obtenus ne font que renforcer la puissance de ce nouvel outil
thérapeutique, laissant entrevoir un développement clinique d grande échelle des
molécules de siRNAs et sShRNAs thérapeutiques. L'utilisation de ce type de molécules
présente certains avantages par rapport aux molécules déja utilisées en thérapie
comme les molécules chimiques ou les anticorps (Zometa® et Denosumab® dans le
cadre de l'ostéosarcome). Leur principal avantage est la possibilité de cibler
n'importe quel transcrit au sein de la cellule offrant ainsi de nouvelles opportunités
d'inhibition de protéines pour lesquelles aucun agent chimique, ou anticorps dans le
cas d'une molécule extracellulaire, n'est connu. De plus, l'identification et le
développement pharmacologique des molécules d'ARNi est plus rapide que celui
des agents chimiques, des anticorps et des protéines recombinantes
(respectivement 2-3 années contre 4-6 & partir de la preuve de concept). Un
obstacle supplémentaire & I'utilisation des molécules de séquestration que sont les
antficorps et les protéines recombinantes reste leur production qui est en régle
générale tres colteuse. A l'inverse, les siRNAs sont faciles et rapides  produire par
simple association de nucléotides et ce a grande échelle. Cette synthése chimique
permet également de s'affranchir des aspects de contrble de conformation
indispensables pour la production de protéines thérapeutiques. L'ensemble de ces

données sont résumées dans la figure 62 ci-contre.

178



CONCLUSION ET DISCUSSION GENERALES

Cependant, avant d’envisager une application de telles stratégies en clinique
a grande échelle, il est nécessaire d'optimiser les protocoles d'administration des
molécules d'ARNi pour une utilisation efficace et sans danger pour le patient. Le
facteur déterminant est I'adressage des molécules d'ARN interférence au tissu et/ou
cellules productrices du transcrit cible. Un certain nombre de méthodes de transport
des siRNAs et des shRNAs sont désormais disponibles possédant chacune des
avantages et des inconvénients. Aucun de ces agents n'est considéré a I'heure
actuelle comme le plus adapté a une administration de ce type de molécules
thérapeutiques chez I'Homme. Cependant, le choix de I'une ou I'autre de ces
méthodes dépend en grande partie de la pathologie concernée et de la cible
cellulaire et transcriptionnelle.

En ce qui concerne les maladies génétiques d caractére dominant (comme
I'ostéogenese imparfaite), de par leur caractére chronique, le fraitement de ces
pathologies par les molécules d'ARNi ciblant I'expression d'un transcrit muté
nécessite une production stable de siRNAs thérapeutiques. C'est pourquoi nous
avons produit dans notre étude des particules lentivirales « codant» les shRNAs
correspondants aux siRNAs validés pour une modification stable de cellules souches
mésenchymateuses en vue d'une dllogreffe. Du fait que les mutations difféerent d'un
patient & I'autre, une stratégie de traitement avec ces particules lentivirales requiert
une conception personnalisée des molécules de shRNA. En effet, il sera nécessaire
de:

- tester plusieurs séquences ciblant le franscrit muté : en ciblant la mutation
elle-méme ou un polymorphisme nucléotidique ponctuel (PNP) associé &
I'allele muté. Le ciblage des PNP dans les régions non traduites permettrait de
s'affranchir des difficultés de conception de siRNAs spécifiqgues dans des
régions présentant une forte répétitivité des bases, répétition caractéristique
des parties codantes des transcrits COLTAT et COLTAZ2.

- d'utiliser un protocole reproductible de clonage des séquences de shRNA
correspondantes. Le protocole utilisé dans le cadre de notre étude a permis
d'améliorer significativement le pourcentage d'efficacité du clonage et
pourrait étre utilisé en routine dans une application clinique

- de produire en quantité suffisante des particules lentivirales, étape déja
validée dans un protocole clinique d'utilisation de lentivirus en thérapie
génigue de d'adrénoleucodystrophie liée a I'X (voir paragraphe 4.2 du

chapitre 3 des résultats).
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- de modifier ex vivo des cellules souches mésenchymateuses et de tester

|'efficacité de cette modification.

Dans un contexte d'injection de siRNAs in vivo comme c'est le cas pour la
stratégie proposée dans I'ostéosarcome, la voie d'administration locale a permis
d'inhiber significativement I'expression de Rankl dans le microenvironnement
tumoral. Cette voie d'injection est utile pour faire la preuve de concept en
préclinique mais inadaptée au traitement de patient. En effet, elle nécessite que la
tumeur soit clairement localisée et accessible et ne permet pas de préveni le
développement de micrométastases dans un second site osseux. C'est pourquoi le
succes clinique de I'injection de siRNAs chez I'Homme passe par le développement
de protocoles efficaces d'administration de ces molécules par voie systémique.
Cependant, cette optimisation est plus compliquée. En effet, contrairement & la
modification de cellules ex vivo, les notions de stabilité et de toxicité dans le sang et
d'adressage des siRNAs jusqu'aux cellules et/ou tissu cible sont & prendre en
compte. La stratégie la plus attractive a I'heure actuelle repose sur le transport des
siRNAs par des vecteurs de tfransfert de géne et I'utilisation de ligands spécifiques
présents d leur surface. Les cellules d'ostéosarcome n'expriment aucune protéine
extracellulaire qui leur est caractéristique ce qui rend le ciblage de ces cellules
particulerement difficile. De plus, les cellules tumorales ne constituent pas la source
unique de Rankl dans le microenvironnement. Cependant ces fumeurs surexpriment
des intégrines de type avPp3 capables de reconnaitre des séquences RGD. Ainsi dans
le cadre bien précis des sarcomes osseux, la complexation des siRNAs ciblant RANKL
dans des liposomes modifiés pour présenter des peptides RGD permettrait de
potentialiser I'effet des molécules effectrices sur le site thérapeutique.

Cet adressage des siRNAs et/ ou shRNAs au tissu cible permet également de
limiter les effets d'inhibition de la protéine ciblée en dehors du site thérapeutique.
RANKL étant impliqué dans les fonctions immunitaires et vasculaires, son inhibition
excessive et systémique entrainerait des effets délétéres. L'adressage permet
également de réduire les doses et la fréquence des injections des complexes
siRNA/vecteurs. Cetfte diminution est d'autant plus importante gu'elle permet de
diminuer les effets néfastes des molécules thérapeutiques d'ARNi via la sécrétion
d'interféron ou I'altération des fonctions des miRNAs endogenes. En effet, ces
molécules exogenes peuvent altérer le mécanisme naturel de I'ARNi par saturation
de I'exportine-5 pour les shRNAs ou saturation des complexes RISC, conduisant & une

certaine toxicité de ces molécules.
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Enfin, il est important de noter que I'utilisation des molécules d'ARNi en
clinique se limite a des pathologies dont la cause est une expression ou une
surexpression d'une protéine « pathologique», ou encore la présence d'un
organisme exogeéne. En effet, les siRNAs et les shRNAs auront un bénéfice
thérapeutique uniguement dans des situations nécessitant une inhibition d'expression
d'une protéine donnée. De plus, malgré le fait que tous les transcrits cellulaires
pourraient étre la cible de ces agents thérapeutiques d'inhibition post-
transcriptionnelle, en pratique, certains sont plus difficiles a inhiber que d’autres. La
conception des siRNAs est une étape cruciale dans le développement de ces
molécules. Malgré le développement d'algorithmes aidant au dessin de séquences
de siRNAs, I'étape préliminaire de validation expérimentale de |'efficacité de ces
séquences afin d'identifier « la séquence » la plus & méme de pouvoir inhiber le

transcrit ciblé, reste nécessaire et indispensable.
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ANNEXE 1

Annexe 1

Innocuité des greffes autologues de graisse, cellules souches
mésenchymateuses et rechute d'un otéosarcome.

Pierre Perrot, Julie Rousseau, Anne-Laure Bouffaut, Francoise Rédini, Elisabeth
Cassagnau, Frédéric Deschaseaux, Marie-Frangoise Heymann, Dominique Heymann,
Franck Duteille, Valérie Trichet et Francois Gouin

Résumé :

L'ostéosarcome est la tumeur primitive maligne la plus fréquente chez I'adulte
jeune, dont le traitement actuel associe chimiothérapie néo-adjuvante, résection
chirurgicale et polychimiothérapie adjuvante. Pour la correction de pertes de
substances fissulaires consécutives a une intervention chirurgicale ou I'exérese d'une
tumeur, des greffes de tissu adipeux ont été proposées par Coleman en chirurgie
plastique et reconstructrice. Nous rapportons ici un cas clinique de récidive locale
tardive d'ostéosarcome survenue 13 ans apres la prise en charge initiale et 18 mois
apres des procédures de Coleman. Cette récidive était completement inattendue,
ce qui nous a conduit d mettre en place des expérimentations afin d'étudier les
interactions entre les tumeurs ostéosarcomateuses et ces injections de graisse riche
en cellules souches mésenchymateuses. Les résultats obtenus dans des modéles pré-
cliniques d'ostéosarcome ont montré que les injections de graisse ou de cellules
progénitrices avaient un effet pro-tumoral. Ce cas clinique et ces résultats
expérimentaux posent la question de linnocuité du lipomodelage en chirurgie

reconstructrice, dans un contexte post-tumoral.

NB : a suivre la publication compléte
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Abstract

Background: Osteosarcoma is the most common malignant primary bone tumour in young adult treated by neo adjuvant
chemotherapy, surgical tumor removal and adjuvant multidrug chemotherapy. For correction of soft tissue defect
consecutive to surgery and/or tumor treatment, autologous fat graft has been proposed in plastic and reconstructive
surgery.

Principal Findings: We report here a case of a late local recurrence of osteosarcoma which occurred 13 years after the initial
pathology and 18 months after a lipofilling procedure. Because such recurrence was highly unexpected, we investigated the
possible relationship of tumor growth with fat injections and with mesenchymal stem/stromal cell like cells which are
largely found in fatty tissue. Results obtained in osteosarcoma pre-clinical models show that fat grafts or progenitor cells
promoted tumor growth.

Significance: These observations and results raise the question of whether autologous fat grafting is a safe reconstructive
procedure in a known post neoplasic context.
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Introduction

In plastic and reconstructive surgery, autologous fat grafting
enables soft tissue augmentation and is increasingly used for
cosmetic indications but also for correction of defect following
tumor treatment. This procedure proposed by Coleman was
applied first for facial remodelling and more recently for breast
augmentation [1,2]. This lipofilling procedure is usually consid-
ered as a safe procedure and does not require a permit application.
Indeed it consists of autologous tissue injection in a site of defect,
directly after harvesting without ex vivo expansion.

The only safety concern which was predicted in 1987 by the
American Society of Plastic and Reconstructive Surgeons was
that fat grafting may compromise breast cancer detection by
inducing microcalcifications. In fact a recent clinical study has
demonstrated that previous breast augmentation leads to
difficulties for breast cancer detection and for tumor management
and reconstruction procedure [3]. Concerning breast reconstruc-
tion after mastectomy, fat injection seems to be accepted, but it
remains controversial to treat cosmetic sequelae after conserva-
tive breast surgical treatment [4,5]. Indeed one safety question

@ PLoS ONE | www.plosone.org

concerns the potential risk of recurrence caused by fat injection
side effect, but this question remains unanswered for breast
cancer as relapse incidence is already high for certain groups of
patients.

In contrast, late local recurrence is an unexpected event after
complete remission of an osteosarcoma. Only 5% of patients with
recurrent disease have local recurrence and such event occurs at a
median time ranging from 6 to 28 months as reported by Ferrari
et al. [6]. Additionally these authors have observed a disease free
survival of 46% stable from the 8" to 12" year. In another study,
Meyers et al. have found the latest recurrence at the 9" year [7].
Bielack et al. have only reported 2 cases of late relapse over the 204
patients followed during 10 years; both were distant relapses with
no local recurrence [8]. In fact, late local recurrence (after 15 to 20
years) has only been reported for low grade parosteal osteosarco-
ma subtype [9].

Here we report an unexpected local osteosarcoma relapse
which occurred at the exact site of autologous fat grafts in a
female patient who did not present any predictive factor of local
recurrence. Previous experimental osteosarcoma models have
been widely used to set up new therapeutic protocols and to
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understand the interactions between osteosarcomas and their
environment [10,11,12]. In this study, pre-clinical experiments
were set up using a human osteosarcoma model induced in
athymic nude mice to determine whether tumor growth may be
modified by fat grafts. Because we observed that tumor growth
was promoted by fat injection, we investigated the role of
mesenchymal stem/stromal cells (MSCs), as fat tissue is a well-
known source of MSC-like cells whose implication in cancer is
controversial.

Materials and Methods

Ethics statement

- A surplus of human adipose tissue was used to isolate human
mesenchymal stem cells and for injection in mice. This fat surplus
was obtained from a female patient in the course of an aesthetic
abdominal liposuction. The oral consent of the patient was
obtained for the use of fat sample for research. A written consent
was not necessary because it was anonymized unlinked research in
accordance with French law (Art. L. 1245-2 du code de la santé
publique, Loi n® 2004-800 du 6 aott 2004 Journal Officiel du 7
aout 2004).

- All research involving animals were conducted following the
guidelines (named ‘“Charte nationale portant sur I’éthique de
I'expérimentation animale”) of the French ethical committee
(named “Comité national de réflexion éthique sur I’expérimenta-
tion animale”) and have been approved by the committee named

CEEA.PdL.06.

Coleman’s procedure

Coleman’s procedure was performed over one female patient
under general anesthesia [1]. The fat donor site was the abdominal
subcutaneous tissues. The fat was taken using a cannula connected
to a 10 ml Luer-Lock syringe. A steel stopper device helped to
maintain the vacuum in the syringe during the aspiration phase.
The sampling syringes were sealed and centrifuged at 3000 rpm
for 3 min. After centrifugation the sample was separated into 3
layers: the upper yellow layer composed of oil from destruction of
fat fragment, the middle layer composed of the adipose tissue graft
and the bottom one composed of blood. The top and bottom
layers were discarded and fatty tissue is injected through 1-mm
incisions in subcutaneous and muscle tissue to obtain a filling
effect.

Cell culture

Sa0S2 cell line. The human osteosarcoma cell line SaOS2
was Initially derived from an 11-year old Caucasian girl [13]. The
cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Biowhittaker, Verviers, Belgium) with 1% antibiotic
(Penicillin 100 U/ml and Streptomycin 100 mg/1;
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS, Dominique Dutscher, Brumath,
France), at 37°C in a humidified atmosphere (5% CO3/95%
air). The cells were harvested at confluence with trypsin (0.5 g/1)/
EDTA (0.2 g/1) (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgium).

POS-1 cells. The murine osteosarcoma cell line POS-1,
derived from osteosarcoma which spontaneously developed in
C3H/HeN mice was kindly provided from Kanagawa Cancer
Center (Kanagawa, Japan [14]). The cells were cultured in RPMI
1640 medium (Biowhittaker, Verviers, Belgium) supplemented
with 10% FBS, at 37°C in a humidified atmosphere (5% COy/
95% air). The cells were harvested at confluence with trypsin

(0.5 g/I)/EDTA (0.2 g/1).

mixture
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C3H10T1/2 MSCs. These cells were originally derived from
C3H/HeN mouse embryos and were purchased from the
American Type Culture Collection (CCL-226, Manassas, VA,
USA). They represent a model of murine MSCs, able to
differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteoblasts [15].
They were cultured in alpha-MEM (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) with 10% FBS.

Co-culture. Thirty thousands osteosarcoma POS-1 cells were
seeded in 24 well-plates with RPMI 1640 medium supplemented
with 10% FBS. Murine C3H10T1/2 MSCs (15 000) were seeded
in BD Falcon Cell Culture Insert (pore size 3 microns, BD
Biosciences, Erembodegem, Belgium) with alpha-MEM
supplemented with 10% FBS. One day after cell seeding, the
murine MSCs were incubated with POS-1 cells with RPMI 1640
medium supplemented with 5% FBS. A trypan blue cell counting
was then performed on POS-1 cells 24 and 72 hours later.

Isolation and characterization of human MSCs from

adipose tissue

Human fat sample was obtained from one female patient in the
course of an aesthetic abdominal liposuction with her informed
consent for the use for anonymized unlinked research. The donor
had no significant medical history. Fat was removed using the
Coleman’s procedure and 200 pl of centrifuged fat were plated in
25 cm? flask in 5 ml of alpha-MEM supplemented with 0.5 ml of
FBS and 0.05 ml of antibiotics (Penicillin 100 U/ml and
Streptomycin 100 mg/1; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). To
remove non adherent cells, the cells were washed after 24 hours
three times and then supplemented with fresh medium. For
phenotypic characterization, surface antigen markers were ana-
lyzed by flow cytometry on MSCs. Cells were washed twice with
phosphate-buffered solution (PBS) containing 0.4% bovine serum
albumin (BSA) before staining with the following antibodies:
FITC-conjugated anti-CD90 (Biosciences, Erembodegem, Bel-
gium), PE-conjugated anti-CD105, FITC-conjugated anti-CD34
and PE-conjugated anti-CD45 (Biolegend, San Diego, CA, USA).

Differentiation potential assessment. After expansion, the
cells were seeded into chamber slides (LabTek, Nunc) and
stimulated by osteogenic, adipogenic and vascular smooth
muscle inducing media. Osteogenic medium consisted of alpha-
MEM medium complemented by 10% FBS, 50 pg/ml freshly
prepared ascorbic acid (Sigma, Saint-Quentin, Fallavier, France),
10 mM sodium-beta-glycerophosphate (Sigma) and 300 ng/ml
recombinant human BMP4 (RnD systems, Lille, France). The cells
were cultured three weeks and then mineralization was assessed by
using alizarin red and von Kossa staining [16]. After extensive
washing, cells were observed under light microscopy. Adipogenic
medium consisted of 1x10-6 M dexamethasone and 0.5 mM
isobutylmethylxanthin  (IBMX, Sigma). The vascular smooth
muscle fate was obtained by adding 20 ng/ml TGFB1. Nile
Red-Oil (Sigma) was used to stained lipid droplets. Monoclonal
antibodies recognizing SM-o actin (clone 1A4, Sigma), SM-o
actinin (clone 1E12, Developmental Studies Hybridoma Bank,
university of Towa), SM22a (clone 10H12, Novocastra) and SM
myosin heavy chain (clone hsmv, Sigma) were used.

Histological analyses

Surgical specimens were fixed in 10% buffered formaldehyde
and after embedding in paraffin, 5 pm-thick sections were stained
with haematoxylin—eosin—safran solution. For presence of neutral
lipids, osteosarcoma specimens were frozen and sliced into 5 pm-
thick sections. Sections were fixed with 10% paraformaldehyde,
then rinsed in distilled water, washed in 60% isopropanol and
finally stained with Oil Red O solution (3 g/1).
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In vivo experiments

Human osteosarcoma model in nude mice. Four-week-
old female athymic mice (NMRI nu/nu; Elevages Janvier, Le
Genest St Isle, France) were housed under pathogen-free
conditions at the Experimental Therapy Unit (Faculty of
Medicine, Nantes, France) following the guidelines of the French
ethical committee (CEEA.PdL.06). The mice were anesthetized by
inhalation of an isoflurane-air mix (2%, 1 1/min) before any
surgical manipulation. Human osteosarcoma SaOS2 cells were
injected in the tibial anterior muscle (8 X 10° cells in 50 uL PBS) of
athymic mice to induce a primary tumor. Then fragments (0.02 g)
of this primary tumor were transplanted next to the tibia of mice of
the same athymic strain to induce osteosarcoma development [11].
Eight days after fragment transplantation, tumors were detected.
Then they were either injected with 100 pl of fat harvested from
one female patient following the Coleman’s procedure or injured
with empty cannula. The tumor volume was calculated by the
measure of 2 perpendicular diameters with a vernier caliper and
calculated with the formula (1°xL)/2 where 1 and L represent
respectively the smallest and the largest diameter.

Mouse osteosarcoma model in C3H/HeN mice. Four-
week-old male C3H/HeN mice (Elevages Janvier) were housed
under pathogen-free conditions at the Experimental Therapy Unit
as described above. Subcutancous injections of POS-1 cells
(2x10°% were performed in the hind footpad of the mice. In
some experiments, POS-1 cells were co-injected with C3H10T1/2
MSCs at the ratio 2/1. The tumor volume was calculated as
described above.

Results

Case report

A 17 year-old girl was admitted in our institution in August
1994 with a metaphyso-epiphyseal bone tumor of the proximal
humerus. An incisional biopsy made the diagnosis of telangiectasic
osteosarcoma (Fig. 1A), in conformity with clinical and radiolog-
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ical features. The patient received pre operative chemotherapy in
respect to french protocol at this time (4 cures of Holoxan/cis
platinium). Then a limb-salvage procedure consisting of an extra
articular resection of proximal humerus with gleno-humeral
articulation was performed. The reconstruction consisted of an
arthrodesis with a vascularised scapular crest bone graft. The
histopathologic examination of the specimen concluded of clear
wide margins and no viable cells have been found out (good
response, Huvos grade 4). The patient received two more cures of
the same chemotherapeutic protocol. She has been continuously
follow-up every 6 months for 5 years then every year [Magnetic
Resonance Imaging (MRI) and chest X ray]| until now.

In 2005, because of the unsightly appearance of her left arm
due to resection of soft tissue and mainly deltoid muscle (Fig. 1B),
she was referred to a reconstructive surgeon of our institution
and received three autologous fat grafts harvested from her
abdominal wall and injected circularly around the bone graft in
soft tissues (March 2005, June 2005 and January 2006). The
patient reported a good cosmetic result with a lasting increased
volume of the arm.

In August 2007, she consulted her oncologist because of pain,
inflammation and swelling at the lipofilling site (Fig. 2A). The
Magnetic Resonance Imaging (MRI) showed an extensive soft
tissue tumor (Fig. 2B). Histological analysis of the biopsy revealed
an osteosarcoma with neoplastic cells and thin osteoid formation
(Fig. 2C). No lipid droplets have been observed after Oil Red O
staining of the biopsy. No distant relapses have been found out.
The patient received again 4 cures of chemotherapy (API-Al
French protocol) and a trans scapula amputation was performed
(Fig. 2D). Tumor cells still responded well to chemotherapy
(Huvos grade 3) and no post operative chemotherapy was
proposed because of severe renal deficiency after pre operative
chemotherapy. Despite the high rate of necrosis, the pathologist
was able to see wide area of haemorrhage compatible with
telangiectasic subtype (Fig. 2E). One year after the surgery the
patient does not present any sign of local or distant relapse.

Figure 1. Telangiectasic osteosarcoma and post surgical defect. (A) Photomicrograph of the initial telangiectasic osteosarcoma showing
proliferation of neoplastic cells, focal osteoid formation (*) and telangiectasic space containing blood (X) (optical microscopy, HES staining, x100). (B)
Post-surgical defect of the left arm in January 2005, 2 months before the first lipofilling procedure.

doi:10.1371/journal.pone.0010999.g001
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Figure 2. Osteosarcoma recurrence at the lipofilling site. (A) Inflammatory and swelling of the lipofilling site at the left arm after 4 cures of
chemotherapy. (B) T2 weighted MRI shows extensive circular soft tissue tumor of the left arm, measuring 12 cm by 10 cm. (C) Photomicrograph of
the biopsy specimen at the recurrent tumor site showing high grade malignant cell proliferation and thin osteoid formation (optical microscopy, HES
staining, x100). (D) Photograph of the open resected tumor with tumor mass (*) around the left humerus diaphisis and peripheral fat engraftment (X)
(E) Histology of resected tumor specimen (optical microscopy, HES staining, x100).

doi:10.1371/journal.pone.0010999.g002

Osteosarcoma growth is increased by fat injection

As a result of this surprising clinical case, we wondered whether
fat graft was the cause of the local late osteosarcoma recurrence. In
a first attempt to test this hypothesis, we tested whether a fat
sample which is used for an autologous fat graft can modify the
growth of human osteosarcoma induced in immunodeficient mice.
First, athymic nude mice were injected with human SaOS2
osteosarcoma cells in muscle leading to tumor development in less
than 50% of mice. To obtain a greater bone tumor incidence,
fragments of a primary tumor induced by SaOS2 cell injection
were transplanted next to the tibia of recipient mice of the same
strain. Twenty one mice were transplanted with human osteosar-
coma fragments of the same weight, then were divided into 3
groups: the control SaOS2 group just received tumor fragment at
day 0; the SaOS2 + fat group was injected with human fat into the
tumor site at day 8 after transplantation when a progressive tumor
was detected (size >100 mm®); the SaOS2 + cannula group was

@ PLoS ONE | www.plosone.org

transplanted with tumor fragment at day 0, then at day 8 the
tumors were injured with an empty cannula to reproduce potential
inflammatory process; and a group of three mice was injected only
with human fat in the tibial muscle. Results of tumor progression
are shown in figure 3. In the control SaOS2 group, osteosarcoma
developed rapidly reaching a mean volume of 1393 mm?® 23 days
after tumor implantation (Fig. 3A). Tumor growth was greatly and
significantly increased at day 21 after tumor induction in the group
that received fat injections (Fig. 3B). As the fat injection was
realized with a cannula which may have induced inflammation, a
group of injured osteosarcoma was studied in the same conditions.
In this case, the inflammation caused by cannula injury did not
change osteosarcoma growth as compared to the control SaOS2
group with uninjured osteosarcoma (Fig. 3C). The tumor size
increase observed in the SaOS2 + fat group was not due to the fat
mass itself as only reduced and stable volumes (less than 200 mm®)
were observed with fat injections alone into naive control mice
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Figure 3. Fat injections into osteosarcoma induced in nude mice. (A) Six mice were considered as control tumors (Sa0S2). (B) A group of 6
mice was injected at the tumor site with human fat harvested by the Coleman’s technique (Sa0S2 + fat). (C) A control group of 6 mice was injured
with empty cannula at the tumor site. (D) Another group of 3 mice received the fat alone. Arrows indicate day 8 after transplantation when fat
injections or cannula injuries were performed. Statistical analyses were calculated with the Kruskal-Wallis test (nonparametric ANOVA) using
GraphPad InStat v3.02 software. The p value was less than 0.05 for SaOS2 + fat versus SaOS2 alone or versus Sa0OS2 + cannula at day 21, but was not

significant for Sa0S2 alone versus Sa0OS2 + cannula.
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g003

(Fig. 3D). Moreover, we could observe that animals which received
fat grafts in osteosarcoma tumors were more homogeneous in their
tumor progression as compared with control groups (SaOS2 and
Sa0S2 + cannula).

Histological analyses revealed few but large adipocytes between
the neoplastic cells for tumor specimens of the SaOS2 + fat group
(Fig. 4A), whereas only small adipocytes were identified within
fibrotic areas and not between neoplastic cells within tumor
specimens of the SaOS2 + cannula group (Fig. 4B) or control
SaOS2 group (data not shown). The proportion of these large
adipocytes seems too small to explain the tumor size increase
which was observed in the SaOS2 + fat group. Then we may
hypothesize that fat injections have stimulated osteosarcoma cell
proliferation.

MSC-like cells are present in the injected fatty tissue
One hypothesis for the stimulation of osteosarcoma growth by fat
injection may lie to the presence of MCSs in the injected fatty tissue.
An aliquot of the fat tissue which was injected into SaOS2-bearing
mice was tested in culture for the presence of adherent cells. Such
cells were obtained and analyzed by flow cytometry. At passage 3,

@ PLoS ONE | www.plosone.org 5

these cells were positive for the MSC markers CD105 and CD90
(Fig. 5A) and simultaneously negative for the hematopoietic markers
CD45 and CD34 (data not shown). Moreover, these cells
differentiated into the osteoblastic and adipocytic cells as well as
muscle cells from vascular smooth muscle lineage as shown in
figure 5. Indeed, according to the type of induction the presence of
mineralized nodules was identified by either von Kossa or alizarin
red staining and adipocytes by their content in lipid droplets
positives labelled by Nil Red-Oil. In addition, MSC-like cells were
able to give rise vascular smooth muscle (VSM) cells since
expression of cytoskeletal molecules specific of VSM lineage such
as SM22a, SM myosin heavy chain, SM-o actin and SM-o actinin
increased dramatically after VSM induction. Therefore, adherent
cells-derived from fat had characteristics similar to what it is largely
described for bone marrow MSC [17].

After passage 8, these MSC-like cells were injected in three mice
and the three intramuscular injections of two million cells per
mouse did not induce tumor development after 60 days. These fat-
derived cells maintained long-term self-renewal (>20 passages),
but they have lost the CD105 expression as early as passage 6
showing rapid phenotypic change in culture.
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Figure 4. Identification of lipid droplets in osteosarma specimens. (A) Photomicrograph of a tumor specimen from the SaOS2 + fat group
showing large red lipid droplets. (B) Photomicrograph of a tumor specimen from the Sa0S2 + cannula group showing small red lipid droplets (optical

microscopy, Oil Red O staining).
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g004

Injections of MSCs with osteosarcoma cells increase
tumor progression

To determine whether MSCs can interact with osteosarcoma
cells and may modulate the early tumor development, we
compared the tumor progression induced in mice by injection of
osteosarcoma cells alone or with MSCs. For this experiment, we
tested mouse osteosarcoma POS-1 cells rather than human SaOS2
cells because their injection in mouse footpad led to a greater
tumor indidence (80% versus 50%). The POS-1 cells and
C3H10T1/2 MSCs have been derived from the C3H/HeN
mouse strain, allowing us to perform this experiment in a syngenic
immunocompetent model. Eighteen C3H/HeN mice were
divided into 3 groups: one control group was injected with
2x10° osteosarcoma POS-1 cells (POS-1 group); a second control
group received 10° C3H10T1/2 cells (C3H10T1/2 MSC group);
and mice in the test group were co-injected with POS-1 and
C3H10T1/2 cells at the above mentioned concentrations
(POS-1 + C3HI10T1/2 MSC). Results of individual tumor
progression showed a disparity in the time course of tumor onset
in the POS-1 group (Fig. 6A): 5 animals out of 6 developing a
tumor at different time (from day 15 to 32). On the contrary, all
the animals in the POS-1 + C3H10T1/2 MSC group developed a
tumor early after cell injection (around day 10) with the same time

@ PLoS ONE | www.plosone.org

of onset (Fig. 6A); while MSCs alone did not induce any tumor
development (data not shown). The tumor development appeared
earlier and more homogenously in the POS-1 + C3H10T1/2
MSC group than in the POS-1 group. The median tumor volume
was three times higher in the POS-1 + C3H10T1/2 MSC group
than the one in the POS-1 group at day 19 (775 versus
218.5 mm®) and the difference was very significant (p = 0.0076
with Mann-Whitney test using GraphPad InStat v3.02 software).
Similar results were obtained using a co-injection of rat MSC-like
cells and rat osteosarcoma cells in the footpad of nude mice: earlier
onset and faster growth of tumors as compared to osteosarcoma
cells injected alone (Figure S1A).

We wondered whether MSCs may change the proliferation rate
of osteosarcoma cells. Then C3H10T1/2 MSCs and POS-1 cells
were co-cultured i vitro at a 1:2 ratio without cell contact. The
number of blue stained POS-1 cells did not change when
comparing co-cultured and cultured alone POS-1 cells; whereas
the number of POS-1 live cells was significantly increased when
co-cultured with C3H10T1/2 MSCs as compared to POS-1
cultured alone (Fig. 6B). Similarly the proliferation of rat
osteosarcoma cells (OSRGA) was increased when co-cultured
with rat MSC-like cells under same experimental conditions as
described above (Figure S1B). Therefore MSC-like cells secreted
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Figure 5. Characterisation of human fat derived MSC-like cells. (A) Flow cytometry analysis showed CD105 and CD90 positive cells after the
third passage in culture. In addition, multipotential capacities of MSC-like cells were tested by inducing cells to differentiate into osteoblastic cells
capable to mineralize, adipocytes and vascular smooth muscle (VSM) cells. (B) Mineralized nodules were identified as black spots using von Kossa
silver staining or (C) as red spots using alizarin red staining after incubation of fat derived MSC-like cells in osteogenic differentiation medium.
Adipocytes containing small Nil Red-positive lipid droplets were easily observed upon adipogenic conditions (D) whereas non induced cells were not
labeled (E). In contrast to non induced cells (F), those cultured upon VSM conditions (G) generated elongated cells positive for several VSM markers

such as SM-a actin, SM22a, SM-a actinin and SM myosin heavy chain.
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g005

one or several soluble factors which have promoted osteosarcoma
cell proliferation i vitro.

Discussion

A patient in complete remission of an humerus telangiectasic
osteosarcoma since ten years consulted for a cosmetic correction
by lipofilling. Three injections of autologous fat grafts harvested by
the Coleman’s technique were realized and few months after the
last one, a local recurrence of osteosarcoma occurred 13 years
after the initial treatment. Late local recurrence of an osteosar-
coma is a very unexpected event after complete remission and 10
years of follow-up. To our knowledge this is one of the longest
delay reported between remission and local recurrence, another
case being reported by Bacci et al. [18]. The patient reported here
did not present any predictive factor of local recurrence. It was a
telangiectasic osteosarcoma subtype and wide margins were
obtained after extra articular monobloc resection, both considered
as good predictive factors of disease free survival [8,18]. Even a
bad response to chemotherapy is not considered as a bad
prognostic factor for late relapse (after 4 years) instead of earlier
relapse [19,20]. Thus, this local recurrence of telangiectasic
osteosarcoma at the exact area of autologous fat grafts performed
18 months before raised the question of their possible relationship.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Despite the widespread clinical use of Coleman’s lipofilling
technique, very little is known about its consequence on tissue
environment after tumor resection. The only published data
concerned conservative treatments in breast cancer patients in
which this technique represents an advance, but in these cases the
correlation between fat transfer and recurrent breast cancer is
difficult to analyze [2,21,22,23,24]. Motrescu and Rio have
described a vicious cycle between adipocytes and cancer cells:
the last ones induce secretion by adipose tissue of Matrix
Metalloproteinase 11 which in turn favors cancer cell survival
and tumor progression by changing the tumor surrounding
environment [25]. To investigate the possible relationship between
fat graft and osteosarcoma growth, an experimental model
reproducing the clinical case of human fat injection in osteosar-
coma was set up using human SaOS2 osteosarcoma cells in
athymic mice. The human fat tissue was harvested from a patient
and injected following the Coleman’s procedure. Results showed
that osteosarcoma growth was significantly increased by fat
injection whereas fat alone produced only small and stable
volumes at injection sites in naive mice. Several hypotheses could
explain these observations. On one hand, fat may promote
angiogenesis thereby interfering with tumor growth. Indeed,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) which is expressed
in the interstitial connective tissue of fat grafts favours graft
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doi:10.1371/journal.pone.0010999.g006

survival [26], but can stimulate growth, invasion and metastasis of
solid tumors [27,28]. In another hand, adipocytes highly express
Adiponectin (also designed as adipose most abundant gene
transcript) which was shown to stimulate Receptor Activator of
NF-«kB Ligand (RANKL or TNFSF11) and inhibit Osteoprote-
gerin expression in osteoblasts [29]. Therefore fat may regulate
two bone resorption mediators which are highly implicated in the
development of bone tumors [30]. Indeed blocking RANKL by
soluble RANK [31,32,33] or by the decoy receptor Osteoprote-
gerin [11,34,35,36,37] was proven to be effective in several  vivo
models of bone tumors and leads to the clinical development of a
fully-humanized monoclonal antibody directed against RANKL
(Denosumab) [38].

In addition, the role of MSC-like cells which are contained in
fatty tissue must be considered [39]. Our study showed that the fat
harvested following Coleman’s procedure contains progenitor cells
which share numerous characteristics with MSCs. They were
positive for the phenotypic markers CD90 and CD105 and
simultaneously negative for the hematopoietic markers CD45 and
CD34. They showed ability to survive in long term culture without
producing tumor i viwo and to differentiate i witro into the
osteoblast lineage. Adipose-derived stem/stromal cells (designed
ADSCs or ASCs) are proposed as cellular agent to enhance
angiogenesis after ischemic injury [40,41] or to promote survival of

@ PLoS ONE | www.plosone.org

H/10T1/2 MSCs were co-cultured without cell-cell contact. The POS-1 cell
72 hours of co-culture. Results are presented as proliferation percentages
represent standard deviations and asterisks indicate significant differences

fat graft for breast augmentation or reconstruction [42], but
additionally they could promote migration and invasion of breast
cancer cells [43]. The effect of bone marrow-derived MSCs has
been studied on osteosarcoma development by injection in the
caudal vein of nude mice bearing SaOS2 cell-induced osteosar-
coma: the addition of MSCs has promoted tumor growth and
pulmonary metastasis i vivo [44]. In our study, we used a complete
syngeneic model with POS-1 osteosarcoma cells and C3H10T1/2
MSCs which have been derived from C3H/HeN mice and were
injected into mice of the same strain. The osteosarcoma onset and
incidence were greatly enhanced by C3H10T1/2 MSC presence.
Djouad F et al. have shown an immunosuppressive effect of
primary or G3H10T1/2 MSCs on tumor growth: B16 melanoma
cells have proliferated into allogeneic C3H/HeN mice only when
they have been co-injected with MSCs otherwise they have been
rejected [45]. Into a syngeneic tumor model, C3H10T1/2 MSCs
have induced an earlier onset of tumors but did not interfere with
the tumor growth kinetic [46]. Using a co-culture method without
cell contact, we observed that C3H10T1/2 MSCs promoted POS-
1 cell proliferation by secreting one or several soluble factors. We
noted similar observations like earlier onset of tumors in a
xenogeneic model and greater proliferation i vitro when rat
osteosarcoma cells were combined with rat MSC-like cells.
Numerous soluble factors have to be considered as MSC
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mediators able to modify tumor cell proliferation or the tumor
environment. Among them, the insulin growth factor, the
fibroblast growth factor, the interleukin I1-6, the chemokine
CCL5 (RANTES) and the matrix metalloproteinases MMP-2 and
MTI1-MMP are few of the mediators that could have a particular
role in bone tumor development [47,48,49]. Further studies have
to be performed to identify the MSC mediators acting on
osteosarcoma cells. To address this point, the main difficulty is
that the panel of cytokines and growth factors secreted by MSCis is
likely to be different iz vitro and in vivo because their expression can
be modulated by inflammatory mediators i vivo [50].

Controversial results have been reported when MSCs have been
mnjected into mice with induced tumor, resulting either in
promotion or inhibition of tumor growth depending on the
studies. Antitumoral action of rat MSCs on rat gliomas has been
reported by Nakamura et al. [51]. In that report, MSCs have been
responsible for prolonged survival of glioma-bearing rats. Similarly
and somewhat to their own surprise, Khakoo AY et al. [52] have
obtained also an antitumorigenic effect of human MSCs on
Kaposi’s sarcomas which have been induced on nude mice. Since
their first warning, Djouad I et al. have also reported that the
immunosuppressive effect of mouse MSCs i vivo depends on
environmental parameters and that even “a low but relevant
amount of MSCs may induce tumor rejection” [46]. Therefore the
effect of MSCs within tumors seems unpredictable and dependant
of microenvironment signals. By exploring the interaction of
MSCs with the tumor environment, new therapeutic options could
be provided [53].

In an osteosarcoma experimental model, Naumov et al. have
shown that switch from non angiogenic to angiogenic phenotype
could be a biologic behavior associated to the clinical expression of
a quiescent tumor [54]. Assuming that cancer stem cell-like theory
in bone sarcoma is correct [55,56], their presence at the site of the
primary tumor after treatment is in agreement with a “supposed”
good response chemotherapy and wide monobloc surgery as in our
patient. Despite the lack of biological data on the mechanism by
which cancer stem cells drive the tumor growth, the modulation of
microenvironment induced by the fat graft could interfere with the
biological behaviour of this sub-population. The preclinical
experimental designs used in the present study mimic surgical
procedure for lipofilling enabling to study in wwo interaction
between fat and osteosarcoma cells, but do not mimic the late and
local recurrence of osteosarcoma after a long lasting remission as
observed in the clinical case reported here. Further experimental
investigations are necessary to understand the mechanism
regulating the interactions between the graft, the tissue recipient
and quiescent tumor cells. However surgery associating inflam-
matory process could be directly responsible for the reactivation of
dormant tumor cells [57,58]. This last assumption attributes a
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minor or non role to adipose tissue but constitutes anyway a
warning concerning the fat grafting or any other surgical
procedure in a post-neoplastic environment.

In conclusion, because of the unexpected late local recurrence
of an osteosarcoma at the exact area of autologous fat grafts and
the stimulation of osteosarcoma tumor growth by fat or MSC-like
cells in experimental models, clinician must be aware of the
possible long term local relapse of tumor after an autologous fat
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mice (NMRI nu/nu; Elevages Janvier, Le Genest St Isle, France).
The OSRGA cells were derived from a transplantable rat
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trypan blue cell counting after 24 and 72 hours. Results are
presented as proliferation percentages relatively to the total
number of OSRGA cells cultured alone. Error bars represent
standard deviations and asterisks indicate significant differences
between means (p<<0.01).
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Annexe 2

Figures 2, 3 et 4 du mansucrit « Advantages of bioluminescence imaging to follow
SIRNA or chemo-therapeutic treatments in osteosarcoma preclinical models”,
Rousseau et al, 2010
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Figure 2: Characterisation of LucF-OSRGA osteosarcoma fransplanted in immuno-
deficient mice. (a, b) Bioluminescence activity evolution after LucF-OSRGA tumor
fragment implantation (3 mice on both legs) by individual measures (points) and
mean curves (a) associated with bioluminescence images showing luciferase
detection as an example at day 5, 18, 32 and 43 of fumor development (b). (¢c) As for
the bioluminescence activity, evolution of tumor volume is shown after tumor
induction. (d) Representative images of LucF-OSRGA tumor sections after Masson
Trichrom staining. Original magnifications are indicated. Necrotic, fibrotic tissue is
identified as a green cell-poor region (n) surrounded by a region containing
numerous pyknotic nuclei (p). Viable tumor cells are present in surrounding areas (t).
E and F. Radiographic (e) and Microscanner images (f) are shown for a
representative fransplanted LucF-OSRGA tumor.
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Figure 3: Characterization of LucF-POS-1 osteosarcoma transplanted into syngeneic
mice. (a, b) Bioluminescence activity evolution after LucF-POS-1 tumor fragment
implantation (n=5) by individual measures (points) and mean curves (a) associated
with bioluminescence images showing luciferase detection as an example at day 6,
10 and 14 of tumor development (b). C. As for the bioluminescence activity,
evolution of tumor volume is shown after fumor induction. (d) Representative images
of LUcF-POS-1 tumor sections after Masson Trichrom staining. Original magnifications
are indicated. Small necrotic, fibrofic areas are identified as cell-poor region
containing numerous pyknotic nuclei (n). Viable tumor cells are present within
surrounding areas (1). (e, f) Radiographic (e) and Microscanner images (f) are shown
for a representative transplanted LucF-POS-1 tumor.
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Figure 4: Response of LucF-POS-1 osteosarcoma to ifosfamide treatment. (a, b)
Progression of mean tumor volume (solid lines with diamonds) and mean
bioluminescence (dashed lines with squares) are shown for unfreated (a) or
ifosfamide-treated (b) mice (n=5) bearing LUCF-POS-1 tumors. Ifosfamide treatments
are indicated by arrows. Asterisks indicate significant differences (p<0.05) between
the treated and the untreated group. (¢) Comparison between the untfreated and
ifosfamide-treated groups by histological analyses of tumor sections after Masson
Trichrom staining revealed the presence of extensive necrofic, fibrotic fissue (a)
surrounded by areas containing numerous pycnotic nuclei (b) in tumors from
ifosfamide-treated mice, while tumors from untreated mice contained predominantly
areas of proliferating fumor cells (c).
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Abstract

Background: Osteosarcoma is the most common malignant primary bone tumour in young adult treated by neo adjuvant
chemotherapy, surgical tumor removal and adjuvant multidrug chemotherapy. For correction of soft tissue defect
consecutive to surgery and/or tumor treatment, autologous fat graft has been proposed in plastic and reconstructive
surgery.

Principal Findings: We report here a case of a late local recurrence of osteosarcoma which occurred 13 years after the initial
pathology and 18 months after a lipofilling procedure. Because such recurrence was highly unexpected, we investigated the
possible relationship of tumor growth with fat injections and with mesenchymal stem/stromal cell like cells which are
largely found in fatty tissue. Results obtained in osteosarcoma pre-clinical models show that fat grafts or progenitor cells
promoted tumor growth.

Significance: These observations and results raise the question of whether autologous fat grafting is a safe reconstructive
procedure in a known post neoplasic context.
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Introduction

In plastic and reconstructive surgery, autologous fat grafting
enables soft tissue augmentation and is increasingly used for
cosmetic indications but also for correction of defect following
tumor treatment. This procedure proposed by Coleman was
applied first for facial remodelling and more recently for breast
augmentation [1,2]. This lipofilling procedure is usually consid-
ered as a safe procedure and does not require a permit application.
Indeed it consists of autologous tissue injection in a site of defect,
directly after harvesting without ex vivo expansion.

The only safety concern which was predicted in 1987 by the
American Society of Plastic and Reconstructive Surgeons was
that fat grafting may compromise breast cancer detection by
inducing microcalcifications. In fact a recent clinical study has
demonstrated that previous breast augmentation leads to
difficulties for breast cancer detection and for tumor management
and reconstruction procedure [3]. Concerning breast reconstruc-
tion after mastectomy, fat injection seems to be accepted, but it
remains controversial to treat cosmetic sequelae after conserva-
tive breast surgical treatment [4,5]. Indeed one safety question

@ PLoS ONE | www.plosone.org

concerns the potential risk of recurrence caused by fat injection
side effect, but this question remains unanswered for breast
cancer as relapse incidence is already high for certain groups of
patients.

In contrast, late local recurrence is an unexpected event after
complete remission of an osteosarcoma. Only 5% of patients with
recurrent disease have local recurrence and such event occurs at a
median time ranging from 6 to 28 months as reported by Ferrari
et al. [6]. Additionally these authors have observed a disease free
survival of 46% stable from the 8" to 12" year. In another study,
Meyers et al. have found the latest recurrence at the 9" year [7].
Bielack et al. have only reported 2 cases of late relapse over the 204
patients followed during 10 years; both were distant relapses with
no local recurrence [8]. In fact, late local recurrence (after 15 to 20
years) has only been reported for low grade parosteal osteosarco-
ma subtype [9].

Here we report an unexpected local osteosarcoma relapse
which occurred at the exact site of autologous fat grafts in a
female patient who did not present any predictive factor of local
recurrence. Previous experimental osteosarcoma models have
been widely used to set up new therapeutic protocols and to
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understand the interactions between osteosarcomas and their
environment [10,11,12]. In this study, pre-clinical experiments
were set up using a human osteosarcoma model induced in
athymic nude mice to determine whether tumor growth may be
modified by fat grafts. Because we observed that tumor growth
was promoted by fat injection, we investigated the role of
mesenchymal stem/stromal cells (MSCs), as fat tissue is a well-
known source of MSC-like cells whose implication in cancer is
controversial.

Materials and Methods

Ethics statement

- A surplus of human adipose tissue was used to isolate human
mesenchymal stem cells and for injection in mice. This fat surplus
was obtained from a female patient in the course of an aesthetic
abdominal liposuction. The oral consent of the patient was
obtained for the use of fat sample for research. A written consent
was not necessary because it was anonymized unlinked research in
accordance with French law (Art. L. 1245-2 du code de la santé
publique, Loi n® 2004-800 du 6 aott 2004 Journal Officiel du 7
aout 2004).

- All research involving animals were conducted following the
guidelines (named ‘“Charte nationale portant sur I’éthique de
I'expérimentation animale”) of the French ethical committee
(named “Comité national de réflexion éthique sur I’expérimenta-
tion animale”) and have been approved by the committee named

CEEA.PdL.06.

Coleman’s procedure

Coleman’s procedure was performed over one female patient
under general anesthesia [1]. The fat donor site was the abdominal
subcutaneous tissues. The fat was taken using a cannula connected
to a 10 ml Luer-Lock syringe. A steel stopper device helped to
maintain the vacuum in the syringe during the aspiration phase.
The sampling syringes were sealed and centrifuged at 3000 rpm
for 3 min. After centrifugation the sample was separated into 3
layers: the upper yellow layer composed of oil from destruction of
fat fragment, the middle layer composed of the adipose tissue graft
and the bottom one composed of blood. The top and bottom
layers were discarded and fatty tissue is injected through 1-mm
incisions in subcutaneous and muscle tissue to obtain a filling
effect.

Cell culture

Sa0S2 cell line. The human osteosarcoma cell line SaOS2
was Initially derived from an 11-year old Caucasian girl [13]. The
cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Biowhittaker, Verviers, Belgium) with 1% antibiotic
(Penicillin 100 U/ml and Streptomycin 100 mg/1;
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS, Dominique Dutscher, Brumath,
France), at 37°C in a humidified atmosphere (5% CO3/95%
air). The cells were harvested at confluence with trypsin (0.5 g/1)/
EDTA (0.2 g/1) (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgium).

POS-1 cells. The murine osteosarcoma cell line POS-1,
derived from osteosarcoma which spontaneously developed in
C3H/HeN mice was kindly provided from Kanagawa Cancer
Center (Kanagawa, Japan [14]). The cells were cultured in RPMI
1640 medium (Biowhittaker, Verviers, Belgium) supplemented
with 10% FBS, at 37°C in a humidified atmosphere (5% COy/
95% air). The cells were harvested at confluence with trypsin

(0.5 g/I)/EDTA (0.2 g/1).

mixture
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C3H10T1/2 MSCs. These cells were originally derived from
C3H/HeN mouse embryos and were purchased from the
American Type Culture Collection (CCL-226, Manassas, VA,
USA). They represent a model of murine MSCs, able to
differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteoblasts [15].
They were cultured in alpha-MEM (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) with 10% FBS.

Co-culture. Thirty thousands osteosarcoma POS-1 cells were
seeded in 24 well-plates with RPMI 1640 medium supplemented
with 10% FBS. Murine C3H10T1/2 MSCs (15 000) were seeded
in BD Falcon Cell Culture Insert (pore size 3 microns, BD
Biosciences, Erembodegem, Belgium) with alpha-MEM
supplemented with 10% FBS. One day after cell seeding, the
murine MSCs were incubated with POS-1 cells with RPMI 1640
medium supplemented with 5% FBS. A trypan blue cell counting
was then performed on POS-1 cells 24 and 72 hours later.

Isolation and characterization of human MSCs from

adipose tissue

Human fat sample was obtained from one female patient in the
course of an aesthetic abdominal liposuction with her informed
consent for the use for anonymized unlinked research. The donor
had no significant medical history. Fat was removed using the
Coleman’s procedure and 200 pl of centrifuged fat were plated in
25 cm? flask in 5 ml of alpha-MEM supplemented with 0.5 ml of
FBS and 0.05 ml of antibiotics (Penicillin 100 U/ml and
Streptomycin 100 mg/1; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). To
remove non adherent cells, the cells were washed after 24 hours
three times and then supplemented with fresh medium. For
phenotypic characterization, surface antigen markers were ana-
lyzed by flow cytometry on MSCs. Cells were washed twice with
phosphate-buffered solution (PBS) containing 0.4% bovine serum
albumin (BSA) before staining with the following antibodies:
FITC-conjugated anti-CD90 (Biosciences, Erembodegem, Bel-
gium), PE-conjugated anti-CD105, FITC-conjugated anti-CD34
and PE-conjugated anti-CD45 (Biolegend, San Diego, CA, USA).

Differentiation potential assessment. After expansion, the
cells were seeded into chamber slides (LabTek, Nunc) and
stimulated by osteogenic, adipogenic and vascular smooth
muscle inducing media. Osteogenic medium consisted of alpha-
MEM medium complemented by 10% FBS, 50 pg/ml freshly
prepared ascorbic acid (Sigma, Saint-Quentin, Fallavier, France),
10 mM sodium-beta-glycerophosphate (Sigma) and 300 ng/ml
recombinant human BMP4 (RnD systems, Lille, France). The cells
were cultured three weeks and then mineralization was assessed by
using alizarin red and von Kossa staining [16]. After extensive
washing, cells were observed under light microscopy. Adipogenic
medium consisted of 1x10-6 M dexamethasone and 0.5 mM
isobutylmethylxanthin  (IBMX, Sigma). The vascular smooth
muscle fate was obtained by adding 20 ng/ml TGFB1. Nile
Red-Oil (Sigma) was used to stained lipid droplets. Monoclonal
antibodies recognizing SM-o actin (clone 1A4, Sigma), SM-o
actinin (clone 1E12, Developmental Studies Hybridoma Bank,
university of Towa), SM22a (clone 10H12, Novocastra) and SM
myosin heavy chain (clone hsmv, Sigma) were used.

Histological analyses

Surgical specimens were fixed in 10% buffered formaldehyde
and after embedding in paraffin, 5 pm-thick sections were stained
with haematoxylin—eosin—safran solution. For presence of neutral
lipids, osteosarcoma specimens were frozen and sliced into 5 pm-
thick sections. Sections were fixed with 10% paraformaldehyde,
then rinsed in distilled water, washed in 60% isopropanol and
finally stained with Oil Red O solution (3 g/1).
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In vivo experiments

Human osteosarcoma model in nude mice. Four-week-
old female athymic mice (NMRI nu/nu; Elevages Janvier, Le
Genest St Isle, France) were housed under pathogen-free
conditions at the Experimental Therapy Unit (Faculty of
Medicine, Nantes, France) following the guidelines of the French
ethical committee (CEEA.PdL.06). The mice were anesthetized by
inhalation of an isoflurane-air mix (2%, 1 1/min) before any
surgical manipulation. Human osteosarcoma SaOS2 cells were
injected in the tibial anterior muscle (8 X 10° cells in 50 uL PBS) of
athymic mice to induce a primary tumor. Then fragments (0.02 g)
of this primary tumor were transplanted next to the tibia of mice of
the same athymic strain to induce osteosarcoma development [11].
Eight days after fragment transplantation, tumors were detected.
Then they were either injected with 100 pl of fat harvested from
one female patient following the Coleman’s procedure or injured
with empty cannula. The tumor volume was calculated by the
measure of 2 perpendicular diameters with a vernier caliper and
calculated with the formula (1°xL)/2 where 1 and L represent
respectively the smallest and the largest diameter.

Mouse osteosarcoma model in C3H/HeN mice. Four-
week-old male C3H/HeN mice (Elevages Janvier) were housed
under pathogen-free conditions at the Experimental Therapy Unit
as described above. Subcutancous injections of POS-1 cells
(2x10°% were performed in the hind footpad of the mice. In
some experiments, POS-1 cells were co-injected with C3H10T1/2
MSCs at the ratio 2/1. The tumor volume was calculated as
described above.

Results

Case report

A 17 year-old girl was admitted in our institution in August
1994 with a metaphyso-epiphyseal bone tumor of the proximal
humerus. An incisional biopsy made the diagnosis of telangiectasic
osteosarcoma (Fig. 1A), in conformity with clinical and radiolog-
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ical features. The patient received pre operative chemotherapy in
respect to french protocol at this time (4 cures of Holoxan/cis
platinium). Then a limb-salvage procedure consisting of an extra
articular resection of proximal humerus with gleno-humeral
articulation was performed. The reconstruction consisted of an
arthrodesis with a vascularised scapular crest bone graft. The
histopathologic examination of the specimen concluded of clear
wide margins and no viable cells have been found out (good
response, Huvos grade 4). The patient received two more cures of
the same chemotherapeutic protocol. She has been continuously
follow-up every 6 months for 5 years then every year [Magnetic
Resonance Imaging (MRI) and chest X ray]| until now.

In 2005, because of the unsightly appearance of her left arm
due to resection of soft tissue and mainly deltoid muscle (Fig. 1B),
she was referred to a reconstructive surgeon of our institution
and received three autologous fat grafts harvested from her
abdominal wall and injected circularly around the bone graft in
soft tissues (March 2005, June 2005 and January 2006). The
patient reported a good cosmetic result with a lasting increased
volume of the arm.

In August 2007, she consulted her oncologist because of pain,
inflammation and swelling at the lipofilling site (Fig. 2A). The
Magnetic Resonance Imaging (MRI) showed an extensive soft
tissue tumor (Fig. 2B). Histological analysis of the biopsy revealed
an osteosarcoma with neoplastic cells and thin osteoid formation
(Fig. 2C). No lipid droplets have been observed after Oil Red O
staining of the biopsy. No distant relapses have been found out.
The patient received again 4 cures of chemotherapy (API-Al
French protocol) and a trans scapula amputation was performed
(Fig. 2D). Tumor cells still responded well to chemotherapy
(Huvos grade 3) and no post operative chemotherapy was
proposed because of severe renal deficiency after pre operative
chemotherapy. Despite the high rate of necrosis, the pathologist
was able to see wide area of haemorrhage compatible with
telangiectasic subtype (Fig. 2E). One year after the surgery the
patient does not present any sign of local or distant relapse.

Figure 1. Telangiectasic osteosarcoma and post surgical defect. (A) Photomicrograph of the initial telangiectasic osteosarcoma showing
proliferation of neoplastic cells, focal osteoid formation (*) and telangiectasic space containing blood (X) (optical microscopy, HES staining, x100). (B)
Post-surgical defect of the left arm in January 2005, 2 months before the first lipofilling procedure.

doi:10.1371/journal.pone.0010999.g001
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Figure 2. Osteosarcoma recurrence at the lipofilling site. (A) Inflammatory and swelling of the lipofilling site at the left arm after 4 cures of
chemotherapy. (B) T2 weighted MRI shows extensive circular soft tissue tumor of the left arm, measuring 12 cm by 10 cm. (C) Photomicrograph of
the biopsy specimen at the recurrent tumor site showing high grade malignant cell proliferation and thin osteoid formation (optical microscopy, HES
staining, x100). (D) Photograph of the open resected tumor with tumor mass (*) around the left humerus diaphisis and peripheral fat engraftment (X)
(E) Histology of resected tumor specimen (optical microscopy, HES staining, x100).

doi:10.1371/journal.pone.0010999.g002

Osteosarcoma growth is increased by fat injection

As a result of this surprising clinical case, we wondered whether
fat graft was the cause of the local late osteosarcoma recurrence. In
a first attempt to test this hypothesis, we tested whether a fat
sample which is used for an autologous fat graft can modify the
growth of human osteosarcoma induced in immunodeficient mice.
First, athymic nude mice were injected with human SaOS2
osteosarcoma cells in muscle leading to tumor development in less
than 50% of mice. To obtain a greater bone tumor incidence,
fragments of a primary tumor induced by SaOS2 cell injection
were transplanted next to the tibia of recipient mice of the same
strain. Twenty one mice were transplanted with human osteosar-
coma fragments of the same weight, then were divided into 3
groups: the control SaOS2 group just received tumor fragment at
day 0; the SaOS2 + fat group was injected with human fat into the
tumor site at day 8 after transplantation when a progressive tumor
was detected (size >100 mm®); the SaOS2 + cannula group was

@ PLoS ONE | www.plosone.org

transplanted with tumor fragment at day 0, then at day 8 the
tumors were injured with an empty cannula to reproduce potential
inflammatory process; and a group of three mice was injected only
with human fat in the tibial muscle. Results of tumor progression
are shown in figure 3. In the control SaOS2 group, osteosarcoma
developed rapidly reaching a mean volume of 1393 mm?® 23 days
after tumor implantation (Fig. 3A). Tumor growth was greatly and
significantly increased at day 21 after tumor induction in the group
that received fat injections (Fig. 3B). As the fat injection was
realized with a cannula which may have induced inflammation, a
group of injured osteosarcoma was studied in the same conditions.
In this case, the inflammation caused by cannula injury did not
change osteosarcoma growth as compared to the control SaOS2
group with uninjured osteosarcoma (Fig. 3C). The tumor size
increase observed in the SaOS2 + fat group was not due to the fat
mass itself as only reduced and stable volumes (less than 200 mm®)
were observed with fat injections alone into naive control mice
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Figure 3. Fat injections into osteosarcoma induced in nude mice. (A) Six mice were considered as control tumors (Sa0S2). (B) A group of 6
mice was injected at the tumor site with human fat harvested by the Coleman’s technique (Sa0S2 + fat). (C) A control group of 6 mice was injured
with empty cannula at the tumor site. (D) Another group of 3 mice received the fat alone. Arrows indicate day 8 after transplantation when fat
injections or cannula injuries were performed. Statistical analyses were calculated with the Kruskal-Wallis test (nonparametric ANOVA) using
GraphPad InStat v3.02 software. The p value was less than 0.05 for SaOS2 + fat versus SaOS2 alone or versus Sa0OS2 + cannula at day 21, but was not

significant for Sa0S2 alone versus Sa0OS2 + cannula.
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g003

(Fig. 3D). Moreover, we could observe that animals which received
fat grafts in osteosarcoma tumors were more homogeneous in their
tumor progression as compared with control groups (SaOS2 and
Sa0S2 + cannula).

Histological analyses revealed few but large adipocytes between
the neoplastic cells for tumor specimens of the SaOS2 + fat group
(Fig. 4A), whereas only small adipocytes were identified within
fibrotic areas and not between neoplastic cells within tumor
specimens of the SaOS2 + cannula group (Fig. 4B) or control
SaOS2 group (data not shown). The proportion of these large
adipocytes seems too small to explain the tumor size increase
which was observed in the SaOS2 + fat group. Then we may
hypothesize that fat injections have stimulated osteosarcoma cell
proliferation.

MSC-like cells are present in the injected fatty tissue
One hypothesis for the stimulation of osteosarcoma growth by fat
injection may lie to the presence of MCSs in the injected fatty tissue.
An aliquot of the fat tissue which was injected into SaOS2-bearing
mice was tested in culture for the presence of adherent cells. Such
cells were obtained and analyzed by flow cytometry. At passage 3,

@ PLoS ONE | www.plosone.org 5

these cells were positive for the MSC markers CD105 and CD90
(Fig. 5A) and simultaneously negative for the hematopoietic markers
CD45 and CD34 (data not shown). Moreover, these cells
differentiated into the osteoblastic and adipocytic cells as well as
muscle cells from vascular smooth muscle lineage as shown in
figure 5. Indeed, according to the type of induction the presence of
mineralized nodules was identified by either von Kossa or alizarin
red staining and adipocytes by their content in lipid droplets
positives labelled by Nil Red-Oil. In addition, MSC-like cells were
able to give rise vascular smooth muscle (VSM) cells since
expression of cytoskeletal molecules specific of VSM lineage such
as SM22a, SM myosin heavy chain, SM-o actin and SM-o actinin
increased dramatically after VSM induction. Therefore, adherent
cells-derived from fat had characteristics similar to what it is largely
described for bone marrow MSC [17].

After passage 8, these MSC-like cells were injected in three mice
and the three intramuscular injections of two million cells per
mouse did not induce tumor development after 60 days. These fat-
derived cells maintained long-term self-renewal (>20 passages),
but they have lost the CD105 expression as early as passage 6
showing rapid phenotypic change in culture.
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Figure 4. Identification of lipid droplets in osteosarma specimens. (A) Photomicrograph of a tumor specimen from the SaOS2 + fat group
showing large red lipid droplets. (B) Photomicrograph of a tumor specimen from the Sa0S2 + cannula group showing small red lipid droplets (optical

microscopy, Oil Red O staining).
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g004

Injections of MSCs with osteosarcoma cells increase
tumor progression

To determine whether MSCs can interact with osteosarcoma
cells and may modulate the early tumor development, we
compared the tumor progression induced in mice by injection of
osteosarcoma cells alone or with MSCs. For this experiment, we
tested mouse osteosarcoma POS-1 cells rather than human SaOS2
cells because their injection in mouse footpad led to a greater
tumor indidence (80% versus 50%). The POS-1 cells and
C3H10T1/2 MSCs have been derived from the C3H/HeN
mouse strain, allowing us to perform this experiment in a syngenic
immunocompetent model. Eighteen C3H/HeN mice were
divided into 3 groups: one control group was injected with
2x10° osteosarcoma POS-1 cells (POS-1 group); a second control
group received 10° C3H10T1/2 cells (C3H10T1/2 MSC group);
and mice in the test group were co-injected with POS-1 and
C3H10T1/2 cells at the above mentioned concentrations
(POS-1 + C3HI10T1/2 MSC). Results of individual tumor
progression showed a disparity in the time course of tumor onset
in the POS-1 group (Fig. 6A): 5 animals out of 6 developing a
tumor at different time (from day 15 to 32). On the contrary, all
the animals in the POS-1 + C3H10T1/2 MSC group developed a
tumor early after cell injection (around day 10) with the same time
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of onset (Fig. 6A); while MSCs alone did not induce any tumor
development (data not shown). The tumor development appeared
earlier and more homogenously in the POS-1 + C3H10T1/2
MSC group than in the POS-1 group. The median tumor volume
was three times higher in the POS-1 + C3H10T1/2 MSC group
than the one in the POS-1 group at day 19 (775 versus
218.5 mm®) and the difference was very significant (p = 0.0076
with Mann-Whitney test using GraphPad InStat v3.02 software).
Similar results were obtained using a co-injection of rat MSC-like
cells and rat osteosarcoma cells in the footpad of nude mice: earlier
onset and faster growth of tumors as compared to osteosarcoma
cells injected alone (Figure S1A).

We wondered whether MSCs may change the proliferation rate
of osteosarcoma cells. Then C3H10T1/2 MSCs and POS-1 cells
were co-cultured i vitro at a 1:2 ratio without cell contact. The
number of blue stained POS-1 cells did not change when
comparing co-cultured and cultured alone POS-1 cells; whereas
the number of POS-1 live cells was significantly increased when
co-cultured with C3H10T1/2 MSCs as compared to POS-1
cultured alone (Fig. 6B). Similarly the proliferation of rat
osteosarcoma cells (OSRGA) was increased when co-cultured
with rat MSC-like cells under same experimental conditions as
described above (Figure S1B). Therefore MSC-like cells secreted
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labeled (E). In contrast to non induced cells (F), those cultured upon VSM conditions (G) generated elongated cells positive for several VSM markers

such as SM-a actin, SM22a, SM-a actinin and SM myosin heavy chain.
doi:10.1371/journal.pone.0010999.g005

one or several soluble factors which have promoted osteosarcoma
cell proliferation i vitro.

Discussion

A patient in complete remission of an humerus telangiectasic
osteosarcoma since ten years consulted for a cosmetic correction
by lipofilling. Three injections of autologous fat grafts harvested by
the Coleman’s technique were realized and few months after the
last one, a local recurrence of osteosarcoma occurred 13 years
after the initial treatment. Late local recurrence of an osteosar-
coma is a very unexpected event after complete remission and 10
years of follow-up. To our knowledge this is one of the longest
delay reported between remission and local recurrence, another
case being reported by Bacci et al. [18]. The patient reported here
did not present any predictive factor of local recurrence. It was a
telangiectasic osteosarcoma subtype and wide margins were
obtained after extra articular monobloc resection, both considered
as good predictive factors of disease free survival [8,18]. Even a
bad response to chemotherapy is not considered as a bad
prognostic factor for late relapse (after 4 years) instead of earlier
relapse [19,20]. Thus, this local recurrence of telangiectasic
osteosarcoma at the exact area of autologous fat grafts performed
18 months before raised the question of their possible relationship.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Despite the widespread clinical use of Coleman’s lipofilling
technique, very little is known about its consequence on tissue
environment after tumor resection. The only published data
concerned conservative treatments in breast cancer patients in
which this technique represents an advance, but in these cases the
correlation between fat transfer and recurrent breast cancer is
difficult to analyze [2,21,22,23,24]. Motrescu and Rio have
described a vicious cycle between adipocytes and cancer cells:
the last ones induce secretion by adipose tissue of Matrix
Metalloproteinase 11 which in turn favors cancer cell survival
and tumor progression by changing the tumor surrounding
environment [25]. To investigate the possible relationship between
fat graft and osteosarcoma growth, an experimental model
reproducing the clinical case of human fat injection in osteosar-
coma was set up using human SaOS2 osteosarcoma cells in
athymic mice. The human fat tissue was harvested from a patient
and injected following the Coleman’s procedure. Results showed
that osteosarcoma growth was significantly increased by fat
injection whereas fat alone produced only small and stable
volumes at injection sites in naive mice. Several hypotheses could
explain these observations. On one hand, fat may promote
angiogenesis thereby interfering with tumor growth. Indeed,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) which is expressed
in the interstitial connective tissue of fat grafts favours graft
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doi:10.1371/journal.pone.0010999.g006

survival [26], but can stimulate growth, invasion and metastasis of
solid tumors [27,28]. In another hand, adipocytes highly express
Adiponectin (also designed as adipose most abundant gene
transcript) which was shown to stimulate Receptor Activator of
NF-«kB Ligand (RANKL or TNFSF11) and inhibit Osteoprote-
gerin expression in osteoblasts [29]. Therefore fat may regulate
two bone resorption mediators which are highly implicated in the
development of bone tumors [30]. Indeed blocking RANKL by
soluble RANK [31,32,33] or by the decoy receptor Osteoprote-
gerin [11,34,35,36,37] was proven to be effective in several  vivo
models of bone tumors and leads to the clinical development of a
fully-humanized monoclonal antibody directed against RANKL
(Denosumab) [38].

In addition, the role of MSC-like cells which are contained in
fatty tissue must be considered [39]. Our study showed that the fat
harvested following Coleman’s procedure contains progenitor cells
which share numerous characteristics with MSCs. They were
positive for the phenotypic markers CD90 and CD105 and
simultaneously negative for the hematopoietic markers CD45 and
CD34. They showed ability to survive in long term culture without
producing tumor i viwo and to differentiate i witro into the
osteoblast lineage. Adipose-derived stem/stromal cells (designed
ADSCs or ASCs) are proposed as cellular agent to enhance
angiogenesis after ischemic injury [40,41] or to promote survival of

@ PLoS ONE | www.plosone.org

H/10T1/2 MSCs were co-cultured without cell-cell contact. The POS-1 cell
72 hours of co-culture. Results are presented as proliferation percentages
represent standard deviations and asterisks indicate significant differences

fat graft for breast augmentation or reconstruction [42], but
additionally they could promote migration and invasion of breast
cancer cells [43]. The effect of bone marrow-derived MSCs has
been studied on osteosarcoma development by injection in the
caudal vein of nude mice bearing SaOS2 cell-induced osteosar-
coma: the addition of MSCs has promoted tumor growth and
pulmonary metastasis i vivo [44]. In our study, we used a complete
syngeneic model with POS-1 osteosarcoma cells and C3H10T1/2
MSCs which have been derived from C3H/HeN mice and were
injected into mice of the same strain. The osteosarcoma onset and
incidence were greatly enhanced by C3H10T1/2 MSC presence.
Djouad F et al. have shown an immunosuppressive effect of
primary or G3H10T1/2 MSCs on tumor growth: B16 melanoma
cells have proliferated into allogeneic C3H/HeN mice only when
they have been co-injected with MSCs otherwise they have been
rejected [45]. Into a syngeneic tumor model, C3H10T1/2 MSCs
have induced an earlier onset of tumors but did not interfere with
the tumor growth kinetic [46]. Using a co-culture method without
cell contact, we observed that C3H10T1/2 MSCs promoted POS-
1 cell proliferation by secreting one or several soluble factors. We
noted similar observations like earlier onset of tumors in a
xenogeneic model and greater proliferation i vitro when rat
osteosarcoma cells were combined with rat MSC-like cells.
Numerous soluble factors have to be considered as MSC
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mediators able to modify tumor cell proliferation or the tumor
environment. Among them, the insulin growth factor, the
fibroblast growth factor, the interleukin I1-6, the chemokine
CCL5 (RANTES) and the matrix metalloproteinases MMP-2 and
MTI1-MMP are few of the mediators that could have a particular
role in bone tumor development [47,48,49]. Further studies have
to be performed to identify the MSC mediators acting on
osteosarcoma cells. To address this point, the main difficulty is
that the panel of cytokines and growth factors secreted by MSCis is
likely to be different iz vitro and in vivo because their expression can
be modulated by inflammatory mediators i vivo [50].

Controversial results have been reported when MSCs have been
mnjected into mice with induced tumor, resulting either in
promotion or inhibition of tumor growth depending on the
studies. Antitumoral action of rat MSCs on rat gliomas has been
reported by Nakamura et al. [51]. In that report, MSCs have been
responsible for prolonged survival of glioma-bearing rats. Similarly
and somewhat to their own surprise, Khakoo AY et al. [52] have
obtained also an antitumorigenic effect of human MSCs on
Kaposi’s sarcomas which have been induced on nude mice. Since
their first warning, Djouad I et al. have also reported that the
immunosuppressive effect of mouse MSCs i vivo depends on
environmental parameters and that even “a low but relevant
amount of MSCs may induce tumor rejection” [46]. Therefore the
effect of MSCs within tumors seems unpredictable and dependant
of microenvironment signals. By exploring the interaction of
MSCs with the tumor environment, new therapeutic options could
be provided [53].

In an osteosarcoma experimental model, Naumov et al. have
shown that switch from non angiogenic to angiogenic phenotype
could be a biologic behavior associated to the clinical expression of
a quiescent tumor [54]. Assuming that cancer stem cell-like theory
in bone sarcoma is correct [55,56], their presence at the site of the
primary tumor after treatment is in agreement with a “supposed”
good response chemotherapy and wide monobloc surgery as in our
patient. Despite the lack of biological data on the mechanism by
which cancer stem cells drive the tumor growth, the modulation of
microenvironment induced by the fat graft could interfere with the
biological behaviour of this sub-population. The preclinical
experimental designs used in the present study mimic surgical
procedure for lipofilling enabling to study in wwo interaction
between fat and osteosarcoma cells, but do not mimic the late and
local recurrence of osteosarcoma after a long lasting remission as
observed in the clinical case reported here. Further experimental
investigations are necessary to understand the mechanism
regulating the interactions between the graft, the tissue recipient
and quiescent tumor cells. However surgery associating inflam-
matory process could be directly responsible for the reactivation of
dormant tumor cells [57,58]. This last assumption attributes a
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minor or non role to adipose tissue but constitutes anyway a
warning concerning the fat grafting or any other surgical
procedure in a post-neoplastic environment.

In conclusion, because of the unexpected late local recurrence
of an osteosarcoma at the exact area of autologous fat grafts and
the stimulation of osteosarcoma tumor growth by fat or MSC-like
cells in experimental models, clinician must be aware of the
possible long term local relapse of tumor after an autologous fat
graft which is usually considered as a safe procedure.
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cell contact. The OSRGA cell proliferation was analyzed by
trypan blue cell counting after 24 and 72 hours. Results are
presented as proliferation percentages relatively to the total
number of OSRGA cells cultured alone. Error bars represent
standard deviations and asterisks indicate significant differences
between means (p<<0.01).
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RESUMES

INTERETS THERAPEUTIQUES DES MOLECULES D’ARN INTERFERENCE DANS DEUX
PATHOLOGIES OSSEUSES RARES

Mots clés : ARN interférence, ostéosarcome, ostéogenese imparfaite

L'ARN interférence est un mécanisme physiologique d'inhibition post-
transcriptionnelle de I'expression des genes basé sur une complémentarité de
séguence enfre de petits ARN double brins, les siRNAs et I'ARN messager cible.
Depuis la découverte de ce mécanisme dans les cellules de mammiferes en 2001,
de nombreuses études visent a tester le potentiel thérapeutique de ces molécules.
Ainsi, l'injection de siRNAs fransitoires inhibant I'expression de la cytokine pro-
résorptive Rankl, impliquée dans le cercle vicieux caractéristique du développement
tumoral en site osseux, prévient les Iésions ostéolytiques. De plus, ces injections
retardent la rechute dans un protocole de bi-thérapie associant siRNAs et
chimiothérapie conventionnelle dans deux modeéles murins d'ostéosarcome. Dans un
contexte d'ostéogenése imparfaite, maladie génétique a caractére dominant, les
siRNAs permettent également de cibler efficacement I'expression du transcrit muté
tout en conservant celle de I' ARNm sauvage ne différant que de deux nucléotides.
Le clonage de ces séquences sous forme de cassette ADN de type shRNA a permis
de modifier stablement des cellules issues d'un modeéle murin d'ostéogenése
imparfaite. Le nombre croissant d'études précliniques et cliniques ainsi que les
présents résutats obtenus ne font que renforcer la puissance de ce nouvel outil
thérapeutique, laissant entrevoir un développement clinique a grande échelle des
molécules de siRNAs et shRNAs thérapeutiques.

THERAPEUTIC INTEREST OF RNA INTERFERENCE MOLECULES IN TWO RARE BONE DISEASES

Key words: RNA interference, osteosarcoma, osteogenesis imperfecta

RNA interference is a physiological pathway that allows post-transcriptional
inhibition of gene expression through the recognition of a specific sequence of MRNA
by complementary sequences of small interfering RNAs (siRNAs). Since its discovery in
mammalian cells in 2001, RNAI is being explored as a potential freatment for various
diseases. Intra-tumoral injections of siRNAs directed against the proresorptive cytokine
Rankl, implicated in the vicious cycle established between tumor development and
osteolysis at bone site, reduce the Rankl production in serum and protect bone from
para-tumor osteolysis. These Rankl-directed siRNAs significantly prevents tumor
relapse when combined with ifosfamide as compared to chemotherapy alone in
two osteosarcoma model. SiRNAs also permit to target specifically a mutated
franscript that differs from the wild-type mRNA by only two nucleotides in a model of
osteogenesis imperfecta. The cloning of shRNA sequences that correspond to the
validated siRNAs was then perform to establish lentiviral particules for a stably
correction of cells from the murin model of osteogenesis imperfecta. The increasing
number of preclinical and clinical studies and our results highlight the power of this
new therapeutic tool, suggesting a large-scale clinical development of siRNAs and
shRNAs molecule in therapy.

Julie Rousseau
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