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PROPRIETES DU TISSU ADIPEUX ET INTERET EN RECONSTRUCTION

Description du tissu adipeux

3 types d’'adipocytes

Le Tissu Adipeux (TA) est un organe principalement composé d’'adipocytes (40 a 60%
des types cellulaires du TA). Chez les mammiferes, il existe 2 principaux types
d'adipocytes : le blanc et le brun. Tous les deux sont des stades terminaux de la
différenciation adipocytaire de Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM). Ces 2

types cellulaires présentent une structure et une fonction distinctes,
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Figure 1: Images d’adipocytes blancs observés en microscopie.
A- Extrait de Cinti, 2005. B- Extrait de Smorlesi et al., 2012.

Les adipocytes blancs (figures 1A et 1B) sont de volumineuses cellules (25 a 2000 um ;
Trujillo and Scherer, 2006) et caractérisés par une vacuole lipidiue unique qui
occupe 90% du volume cellulaire, sa forme sphérique permettant une optimisation

du stockage dans I'espace.
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Figure 2: Images d’adipocytes bruns observés en microscopie.
Adipocytes bruns observés en microscopie optique (A) et en microscopie électronique a transmission (B). L :
vacuole lipidique ; N : noyau ; M : mitochondrie. Extraits de Smorlesi et al., 2012.

Les adipocytes bruns (figure 2A) sont des cellules thermogéniques. Tres minoritaires
dans le TA humain adulte, ils stockent également les triglycérides dans des vacuoles,
mais celles-ci sont multiples dans le cytoplasme, et plus petites que dans les
adipocytes blancs. Etroitement connectés au systéme nerveux sympathique, les
adipocytes bruns sont activés lorsque la température corporelle descend et brllent
leurs lipides au sein de leurs mitochondries sphériques (figure 2B). Leur protéine
mitochondriale spécifique UCP1 leur permet de libérer de chaleur sans produire

d’ATP au cours de la lipolyse (Ricquier, 2006).

Un froisieme type d'adipocyte est refrouvé dans le TA: I'adipocyte beige. Ces
adipocytes représentent une forme intermédiaire entre les adipocytes blancs et
bruns. lls peuvent en effet avoir une ou plusieurs vacuoles et n'expriment pas, ou
peu, la protéine UCP1 (figure 3). Leurs mitochondries ont également un aspect a mi-
chemin entre celles des adipocytes blancs et bruns. Les adipocytes beiges se
localisent généralement entre des adipocytes bruns et blancs mais leur fonction est

actuellement encore mal connue.

Il est décrit depuis plus de 30 ans que les adipocytes pourraient passer
successivement d'un phénotype blanc ou brun a I'autre sans se dédifférencier, par
un phénomeéne de trans-différenciation (Cinti, 2009; Young et al., 1984). Les
adipocytes beiges pourraient alors représenter un stade intermédiaire de cette

tfrans-différenciation.
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Figure 3: Image en microscopie d’adipocytes beiges.
Marquage histologique de la protéine UCP1 identifiant les adipocytes bruns en sombre et les adipocytes beiges
en clair. Extrait de Smorlesi et al., 2012.

Adipocytes organisés en dépdts ou isolés

Adipocytes organisés : dépdts de TA

Les adipocytes, qu'ils soient bruns ou blancs sont inclus dans des dépdts de TA
retrouvés sous la peau ou autour des organes (dépdts sous-cutané et viscéraux
respectivement). Dans les 2 cas, les zones adipeuses sont délimitées
anatomiquement par une capsule conjonctive pour les dépdts sous-cutanés, ou par
un feuillet péritonéal pour les dépdts viscéraux (a I'exception du dépdt médiastinal,
viscéral, qui est discontinu des dépbts sous-cutanés environnants). Chaque dépdbt est
rendu anatomiguement autonome gréce d une vascularisation et une innervation
propres, ce qui incite certains a parler de « mini-organes ». Au sein des dépdts de TA,
des études anatomiques ont montré la présence conjointe d'adipocytes blancs et
bruns (figure 4 ; Cinti, 2005; Smorlesi et al., 2012).

Dans ces conditions, le TA adipeux est composé d'adipocytes et d'autres types
cellulaires composant la fraction stromale vasculaire. Dans cette fraction, on
retrouve des Cellules Souches Mésenchymateuses (TA), qui représentent environ 1%
de la population cellulaire du TA (Strem et al., 2005) et dont les caractéristiques
seront développées plus en détails dans un chapitre ultérieur de cette introduction
(page 29). ainsi que des fibroblastes, des précurseurs adipocytaires et des CSM sont
identifiés dans le TA (Cinti, 2005). L'ensemble de ces types cellulaires constituent la

fraction stromale vasculaire (Rodbell, 1964).
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Figure 4: Co-localisation d'adipocytes blancs et bruns dans un dépét de TA sous-cutané.
Image de la détection de la protéine UCP1 par immuno-histologie. WAT : adipocyte blanc ; BAT : adipocyte brun.
Extrait de Cinti, 2009

Dans ces unités anatomiques, les adipocytes sont a proximité avec des éléments
sanguins permettant les échanges d’'énergie (par acides gras et chaleur) et les
échanges hormonaux, afférents (par exemple : insuline) et efférents (par exemple :
leptine). Le TA est également en contact avec le systeme nerveux sympathique,
responsable de la régulation de la lipogenese et de la lipolyse, notamment par

l'intermédiaire de la noradrénaline.

Parmi les cellules immunitaires retrouvées dans le TA, les macrophages semblent
jouer un réle dans I'inflammation chronique relative a I'obésité. En effet, le nombre
de macrophages du TA augmente avec la masse graisseuse pour atteindre jusqu'd
30 macrophages pour 100 adipocytes chez des sujets obeses (figure 5A ; Bastard
and Feve, 2013; Cinti, 2005; Heilbronn and Campbell, 2008). Les macrophages
exerceraient leur réle de phagocytose de corps cellulaires d'adipocytes ayant
atteint une taille critique les faisant entfrer en apoptose, ce qui donne lieu d des
formations cellulaires en couronnes (figure 5B ; Bastard and Feve, 2013; Cinfi, 2009;
Smorlesi et al., 2012). Ces macrophages du TA normalement anti-inflammatoires sont
responsables en cas d'obésité de la production de cytokines pro-inflammatoires
comme par exemple le Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa), ou les Interleukines 6 et 8
(IL-6 et IL-8 ; Bourlier et al., 2008; Zeyda and Stulnig, 2007). L'inflammation chronique
qui en résulte serait en partie responsable d'une désensibilisation des adipocytes a
I'insuline pouvant aboutir & I'établissement d'un diabéte de type 2 (Heiloronn and
Campbell, 2008; Zeyda and Stulnig, 2007).
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Figure 5: Images de macrophages du TA détectés par immuno-histochimie.

A- Détection de la protéine Mac-2 dans le TA de souris minces (lean) ou obéses (obese). Echelle = 100 um.
Extrait de Cinti, 2005. B- Détection de la protéine F4/80 dans le TA humain montrant la disposition en couronne
(*) des macrophages autour d’adipocytes morts. Echelle = 20 um. Extrait de Cinti, 2009.

D'autres cellules immunitaires comme des lymphocytes, des mastocytes. Les
différents types cellulaires du TA sont organisés au sein d'un réseau de fibres de

collagene de types | et lll (réticuline).

Adipocytes isolés : TA de la moelle osseuse

La Moelle Osseuse (MO) est le siege de I'hématopoiese, qui consiste en la
production des cellules sanguines et de leur libération dans la circulation. C’est donc
un tissu tres vascularisé qui représente 85% du volume interne des os, le reste étant

occupé par l'os frabéculaire (Sheu and Cauley, 2011).

Il existe deux types de MO : la MO rouge hématopoiétique et la jaune, adipeuse. La
moelle rouge est progressivement convertie en moelle jaune avec I'dge. Cette
conversion débute aux extrémités du squelette et progresse de facon centripete
pour atteindre les vertebres (Moerman et al., 2004). Au sein d'un os, il semble que la
moelle jaune progresse A partir de la diaphyse vers les métaphyses (Hwang and
Panicek, 2007). Néanmoins, la conversion de la MO peut étre réversible et peut étre

influencée notamment par I'adiposité d’'un individu ou son régime alimentaire.
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Figure 6 : Visualisation du TA dans la MO.

Images de coloration histologique au Trichrome de Masson sur des coupes de tibia proximal de souris C57BL/6
dgées de 8 (A) et 24 (B) mois. H : moelle hématopoiétique ; O : os ; A : adipocyte. Extrait de Moerman et al.,
2004.

Au sein de la MO, les adipocytes sont retrouvés isolés parmi les autres types
cellulaires, au contact direct de I'os des vaisseaux sanguins et des précurseurs

hématopoiétiques (figure 6).

Qu'ils soient organisés eu dépdtfs ou inclus isolément dans la moelle osseuse, les
adipocytes interagissent donc avec les grands systemes de régulation de

I'organisme, leur permettant d’assurer differentes fonctions.

Réles et fonctions du TA

Protection et structure

Le TA, principalement sa composante viscérale, assure la protection face a des
confraintes mécaniques (chocs et pressions) des organes autour desquelles il est
situé : reins, ganglions lymphatiques, globes oculaires... Situé dans les coussinets de
la paume des mains et de la plante des pieds le TA peut également permettre une

répartition des charges.

Le TA est également retrouvé de maniere fransitoire au sein d’organes en
remaniement, nofamment dans le sein de la femme, servant de comblement entre
les épisodes de lactation des glandes mammaires. Une théorie de trans-

différenciation adipo-épithéliale avance que les adipocytes contribueraient a la
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lactation par I'acquisition d'un phénotype proche de celui de cellules de

I’épithélium ductal (Smorlesi et al., 2012).

Réserve énergétique

Le TA adulte est majoritairement composé d'adipocytes blancs et est
particulierement soumis aux conditions nutritionnelles. Les adipocytes assurent en
effet le stockage de la quasi-totalité des triglycérides de I'organisme, représentant la
plus grande réserve énergétique mobilisable lors de I'épuisement des réserves en

glucides.

Ainsi, en cas de carence en apport énergétique, le TA de réserve peut s'atrophier et
presque disparaitre. Les adipocytes blancs sont le siege d'une intense hydrolyse des
triglycérides qui permet la libération d'acides gras libres non estérifiés dans la
circulation sanguine. Cette lipolyse est réalisée par des lipases activées en réponse a
I’adrénaline et la noradrénaline par I'intfermédiaire du récepteur p3-adrénergique
(figure 7 ; Morak et al., 2012).
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Figure 7: Schéma de la régulation de Ia lipolyse par l'insuline et les catécholamines dans
les adipocytes blancs.

PDE : phosphodiestérase ; A : adrénaline ; NA : noradrénaline ; AC : adénylate cyclase ; AMPc : AMP cyclique ;
PKA : protéine kinase A ; TG : triglycéride ; DAG : diacyl-glycérol ; MAG : monoacyl-glycérol ; AG : acide gras.
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Au sein des adipocytes bruns, les acides gras libérés par la lipolyse sont responsables
de I'activation de la protéine spécifique UCP1 (pour UnCoupled Protein 1, aussi
appelée thermogénine), retrouvée dans les mitochondries adipocytaires. Cette
protéine a la propriété de perméabiliser la membrane interne des mitochondries et
de dissiper le gradient de protons généré par la chaine respiratoire entre la matrice
et I'espace inter-membranaire de la mitochondrie. La dissipation du gradient de
protons permet de libérer une grande quantité d'énergie par chaleur
(thermogénese) et non plus par I'intermédiaire de I'ATP-synthase (figure 8 ; Kozak
and Anunciado-Koza, 2008).
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Figure 8: Schéma de la thermogéneése induite par la protéine UCP1 dans les adipocytes
bruns.

Lors d’épisodes nutritionnels hypercaloriques, les adipocytes blancs sont stimulés par
I'insuline pour absorber le glucose sanguin, notamment par tfranslocation du
transporteur GLUT4 vers la membrane plasmique (Lizunov et al., 2013). Le glucose
internalisé est alors converti en friglycérides lors de la lipogenese (figure 9). L'insuline

a également pour effet de bloqguer la lipolyse (figure 7). Les adipocytes blancs
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s'hypertrophient et leur activité de réserve peut étre soutenue par la trans-

différenciation d'adipocytes bruns.
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Figure 9: Schéma de la régulation de la lipogénése induite par [l'insuline dans les
adipocytes.
Glc : glucose ; TG : triglycéride ; DAG : diacyl-glycérol ; MAG : monoacyl-glycérol ; AG : acide gras.

Environ 10% des adipocytes d'un individu sont renouvelés chaque année. Ce
renouvellement semble étre un mécanisme hautement régulé puisque le nombre
total d’adipocytes d'un individu adulte demeure constant avec I'dge et ce malgré

les variations de poids (Spalding et al., 2008).

Sécrétion et fonction endocrine : importance des adipokines

Jusqu’aux années 1980, le TA semblait se limiter & un réservoir énergétique
protecteur. Le regard de la communauté scientifique a changé lorsque des
molécules spécifiguement sécrétées par le TA ont été identifié¢es comme ayant un
role systémique, les adipokines. Les adipokines partficipent a la régulation du
métabolisme énergétique, lipidique et glucidique. Les principales adipokines sont la

leptine (Zhang et al., 1994) et I'adiponectine (Scherer et al., 1995).

La leptine est I'hnormone de la satiété. Son taux sanguin est proportionnel a la

quantité de TA d'un individu. En effet, des souris déficientes en leptine (mutation

10
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ob/ob) deviennent rapidement obeses apres la naissance du fait d'une prise de
nourriture incontrélée. De plus, ces animaux ont un phénotype pré-diabétique avec
une glycémie, une lipémie et un insulinémie excessives, associées a une résistance &
I'insuline. La leptine a donc un effet insulino-sensibilisateur. Au sein des adipocytes
blancs, la leptine est également capable d’'activer la lypolyse et d'inhiber la
lipogénese. Par aqilleurs, ces souris présentent une température corporelle plus basse
et une réponse au froid diminuée, ce qui indique que la leptine est capable

d’activer la thermogénése dans les adipocytes bruns (Lindstrém, 2007).

A linverse de la leptine, I'adiponectine est produite de maniére inversement
proportionnelle a la quantité de TA (paradoxe de I'adiponectine). Ses principales
fonctions sont anti-inflammatoires, anti-athéromateuses et insulino-sensibilisantes
(Ouchi and Walsh, 2007).

Utilisation du TA en reconstruction: la Greffe de Tissu

Adipeux

Description de la technique

Le TA a été utilisé en chirurgie esthétique autologue des la fin du 19éme siecle, par
fragment ou lambeaux et parfois dans le cadre de greffes dermo-graisseuses.
Cependant, ces méthodes nécessitaient une excision chirurgicale du TA. L'utilisation
de la lipoaspiration par canulation d la fin des années 1970 a permis d’envisager le
TA prélevé comme un produit de remplissage, récupéré simplement et sans

altération majeure de la zone aspirée. (Mojallal and Foyatier, 2004).

L'utilisation de TA autologue par réinjection a été modernisée par des travaux
débutés par Coleman des la fin des années 1980 et aboutissant a I'établissement de
la technique de Greffe de Tissu Adipeux (GTA). Chague étape du fransfert autologue
de TA (présenté dans la figure 10) est codifiée afin de traumatiser le moins possible le

greffon (Coleman, 1995).
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Figure 10 : Images montrant le traitement du TA destiné a une GTA.
Extraits de Covarrubias et al., 2013 (A) de Delay et al., 2009 (B a G et I); la photographie H a été prise au
laboratoire.

Le prélevement est effectué par lipoaspiration de TA sous-cutané au niveau du site
donneur (figure 10A). La seringue contenant le TA (figure 10B) est centrifugée a 3000
rom pendant 3 minutes (figure 10C) afin de séparer le TA des autres constituants du
prélevement (figure 10D). Le TA est alors isolé par enlevement du sang de la fraction
inférieure (figure 10E), puis des lipides de la fraction supérieure (figure 10F). La
seringue confenant le TA est alors connectée par un robinet a trois voies a une autre
seringue vide de 10 mL pour une réinjection directe (dans le cas d'une procédure au
niveau des seins, figure 10G), ou de 1 mL si la réinjection doit étre plus précise (dans
le cas d'une procédure au niveau de la face, figure 10H). Le TA aqinsi préparé est

prét a étre réinjecté dans la zone & reconstruire (figure 10I).

De nombreuses techniques propres & chaque équipe chirurgicale sont décrites,
surtout depuis 'apparition d'indications pour lesquelles des gros volumes de
réinjection sont nécessaires. La préparation de la graisse peut étre réalisée par
cenfrifugation, filtration ou décantation Le TA est prélevé du site donneur de la
maniere la moins tfraumatique possible a I'aide une fine canule d’'aspiration et &
travers une incision dissimulée dans les plis de la peau. La réinjection est effectuée
sur un site a reconstruire bien repérée au préalable, d travers des micro-incisions d'1
mm, dans des plans et des directions differentes afin d’augmenter la surface de

contact entre le TA greffé et les tissus du site receveur.



Infroduction générale _

Le site de prélevement est choisi par le chirurgien avec le patient, en fonction de ses
zones d’excés de graisse. Le prélevement est en effet réalisé par lipoaspiration des
excédents graisseux et permet donc une amélioration appréciable du site donneur.
Le choix de ces sites de prélevement est également dépendant de la quantité de

graisse jugée nécessaire au comblement des zones a réparer.

Une étude réalisée sur des greffons de TA injectés lors de reconstruction faciale a
moniré que les propriétés du greffon ne se limitaient pas d du simple comblement
mais contribuaient également & améliorer la trophicité de la peau du site receveur
(Mojallal et al., 2009). En effet, la vascularisation et la production de collagene
étaient augmentées dans les zones ayant recu l'injection de TA. Le GTA consiste
donc en une véritable greffe de fissu vivant. Le greffon serait capable de
promouvoir la vascularisation ainsi que la synthese de collagene par la production
d’adipokines et de facteurs de croissance. De plus, le TA apporté par GTA
contribuerait directement a la synthése de la matrice extracellulaire du site greffé
grce a I'apport d'adipocytes matures et de pré-adipocytes ainsi que de

fioroblastes.

Applications et limites

La technique de GTA décrite par Coleman était initialement développée pour
corriger des défauts esthétiques au niveau de la face pour le comblement de rides,

complément a des liffings, ou la restauration des volumes du visage.

L'application du transfert de TA a rapidement été étendue a I'ensemble de la
chirurgie plastique et reconstructrice, dans le cas de correction d'irégularités
tissulaires pouvant étre causées par une lipoaspiration mal conduite ou de fontes
graisseuses anormales qui peuvent survenir notfamment apres la trithérapie pratiquée
chez des patients porteurs du virus de I'immunodéficience humaine. La GTA est
également fréquemment utilisée & visée correctrice suite a une intervention

chirurgicale.

La résection chirurgicale d'une tumeur peut laisser derriere elle des pertes de tissus
mous et musculaires. Devant ces séquelles physiques causées par la fumeur et son
fraitement, les patients peuvent étre demandeurs d'une réparation esthétique

permettant de faciliter la prise en charge psychologique du traitement et aussi

13
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d’améliorer leur qualité de vie. Dans ce contexte, la GTA est une technique simple

tout-a-fait indiquée pour restaurer les défauts de volume tissulaire.

La plus fréquente application de la GTA concerne le traitement du cancer du sein.
La technique peut étre appliquée suite a une ablation totale de la glande
mammaire par chirurgie radicale (mastectomie) pour corriger le volume du sein soit
seule (GTA exclusive), soit en complément d’'une autre fechnique de reconsfruction
mammaire (prothese, lambeau autologue ; figure 11A). Elle peut étre également
utilisée aprés une chirurgie conservatrice (tumorectomie) afin de corriger les

séquelles esthétiques causées par les fraitements conservateurs (figure 11B).

Figure 11 : Exemples de séquelles causées par le traitement d’'un carcinome mammaire et
résultat de la reconstruction comprenant une procédure de Greffe de Tissu Adipeux.

Images de seins avant et aprés reconstruction par GTA suite a un traitement par mastectomie (A ; extrait de
Delaporte et al., 2009) ou aprés un traitement par chirurgie conservatrice (B ; extrait de Amar et al., 2008).

En 1987, une recommandation de la société américaine de chirurgie plastique et
reconstructrice a incité les praticiens a ne pas utiliser de tfransfert de TA autologue en
chirurgie mammaire. En effet, la GTA induirait I'apparition de micro-calcifications qui
pourraient géner la détection de cancer du sein par mammographie. Cette

recommandation a engendré la mise en place d’'études rétrospectives destinées a

14



Infroduction générale _

vérifier I'innocuité du transfert autologue de TA. Coleman, qui avait établi la
technique de GTA, a lui-méme mené avec Saboeiro une étude rétrospective sur 17
patientes aux afteintes variables (afrophie, déformations causées par une
procédure d'augmentation, ou par un traitement anti-tumoral). lls ont montré que la
GTA n'avait pas d'impact néfaste sur la lecture des mammographies et sur la

détection de cancer du sein (Coleman and Saboeiro, 2007).

La technique de Greffe de Tissu Adipeux est utilisée quotidiennement et notamment
en reconstruction post-tumorale, principalement apres un cancer du sein. Il convient
cependant de s'interroger sur I'impact qu'a le TA greffé sur le tissu reconstruit. En
effet, les adipocytes sont capables d'interagir avec différents types cellulaires
notamment par l'intermédiaire des adipokines qu'elles produisent, et pourraient

donc avoir une influence sur des cellules tumorales, résiduelles ou quiescentes.

La question de cette interaction entre le greffon et la zone reconstruite s'est posée
lors de I'observation d’un cas clinique rare par les services de chirurgie orthopédique
et de chirurgie plastique du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Nantes. Ce cas
clinique est une récidive locale et tardive d'un ostéosarcome aprés plus de 10 ans
de rémission et quelques mois apres la reconstruction par GTA du site initial de la
tumeur (Perrot et al., 2010). Ces observations sont décrites plus en détail dans la

partie suivante.
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OSTEOSARCOME

Description de I'ostéosarcome

Définition et caractéristiques

L'ostéosarcome est la plus fréquente des tumeurs osseuses primitives malignes, qui
touche 100 & 150 nouvelles personnes en France chaque année, dont les % sont des
adolescents de 15 a 19 ans. Il se déclare le plus souvent aux extrémités des os longs
et touche préférentiellement I'épaule et le genou (respectivement 15% et 50% des

tumeurs ; source : infosarcomes.org).

L'ostéosarcome est composé de cellules d'origine et d'aspect mésenchymateux
capables de produire de I'os ou une matrice osseuse non minéralisée (matrice
ostéoide ; figure 12A). En effet, il dériverait de la transformation maligne d’un
précurseur de cellule formatrice d'os, I'ostéoblaste. En plus des zones ostéoblastiques

détectées dans 50% des tumeurs, I'ostéosarcome peut présenter des zones d'aspect

fibroblastique (figure 12B) ou chondrocytaire (figure 12C).

Figure 12 : Hétérogénéité des zones cellulaires dans I'ostéosarcome.
Images de coloration H&E sur des coupes d’ostéosarcome réalisées au laboratoire. Barre : 100 um. A- zone
ostéoblastique. B- zone fibroblastique. C- zone chondrocytaire.
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Trois groupes sont distingués selon leur localisation sur la piece osseuse :

- 'ostéosarcome intra-cortical est le plus rare (0,2%) des ostéosarcomes. La tumeur se
développe dans I'os, incluse dans un épaississesment cortical et formant une lacune
ovoide visible en radiographie (figure 13A, fleche). En histologie, les cellules sont
polygonales au sein d'une matrice ostéoide d'aspect trabéculaire (figure 13B,

fleches).
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Figure 13 : Ostéosarcomes non centraux.

Ostéosarcome intra-cortical. A- Radiographie latérale de la diaphyse d’un fémur. B- Coloration H&E sur une
coupe d’ostéosarcome intra-cortical. Extraits de Griffith et al., 1998.

Ostéosarcome de surface. C- Radiographie latérale de I'extrémité distale d’un fémur. D- Coloration H&E sur une
coupe d’ostéosarcome surfacique de haut-grade. Extraits de Picci et al., 2014.

- I'ostéosarcome de surface (9 a 10%) qui se développe hors du périoste et qui est
généralement de bon pronostic. Observée aux rayons X, la tumeur forme de I'os,
principalement développé dans les tissus mous en partant du cortex fémoral
partiellement lysé (figure 13C). En histologie, Les cellules sont principalement

d’aspect ostéoblastique (figure 13D).
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- l'ostéosarcome central, le plus fréquent, qui présente différentes variantes
histologiques (zones d'aspect fibroblastique ou cartilagineux) et qui s’avere souvent

de haute malignité (Picci et al., 2014).

Parmi les variantes d’ostéosarcomes centraux, sont distingués :

- 'ostéosarcome commun, le plus frequent (75% des osteosarcomes), principalement
ostéoblastique, il présente souvent des formations ostéoides. Sur une radiographie, la
masse tumorale est hétérogene, avec des zones de formation et de dégradation
osseuse (figure 14A). En histologie (figure 14B), la tumeur présente des cellules
sarcomateuses en prolifération (1) au sein d'une matrice ostéoide totalement

anarchique (2) et au contact de nombreux vaisseaux sanguins (3).

Figure 14 : Ostéosarcome commun.
A- Radiographie antérieure du genou. La tumeur est s’est développée sur la métaphyse fémorale. B- Coloration
H&E d’un ostéosarcome commun. Extraits de Picci et al., 2014.

- l'ostéosarcome télangiectasique, moins fréquent (6% des ostéosarcomes), est
caractérisé par des lacunes hémorragiques fréquemment associées 4G une
expansion rapide et a des zones de dégradation osseuse (zones ostéolytiques)
facilement observables aux rayons X (figure 15A). En histologie, les cellules en
prolifération forment une fine matrice ostéoide et bordent directement de larges

cavités remplies de sang (figure 15B).
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Figure 15 : Ostéosarcome télangiectasique.
A- Radiographie antérieure du genou mettant en évidence une lésion purement lytique de I'extrémité supérieure
du tibia. B- Coloration HES de la tumeur. Extraits de Guinebretiere et al., 2001.

- encore moins fréquent, I'ostéosarcome a petites cellules représente 1 a 2% des
ostéosarcomes. Il se compose de petites cellules semblables a celles retrouvées dans

un sarcome d’'Ewing, mais qui sont capables de produire une matrice osseuse.

- l'ostéosarcome infra-médullaire différencié est caractériseé par un aspect
histologique bien différencié, présentant des zones de formation ostéoides distinctes.

Peu agressif (bas-grade), il n'envahit pas -ou trés rarement- les parties molles.

Dans 15 a 20 % des cas d'ostéosarcome, des métastases, au tropisme
essentiellement pulmonaire, sont détectées au moment du diagnostic (Miller et al.,
2013).

Caractérisation génétique des ostéosarcomes

Quatre-vingt-dix pour cent des ostéosarcomes sont dits de haut-grade. En effet, ces
tumeurs plus agressives ont un caryotype anormal et instable, caractérisé par de
nombreuses aberrations chromosomiques, comportant de nombreuses pertes et de

nombreux gains de fragments d’ADN (figure 16A ; Man et al., 2004).
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Figure 16 : Observation du génome des ostéosarcomes de haut et bas-grade.

Comparaisons génomiques par hybridation (Comparative Genomic Hybridization array ; aCGH) réalisés sur des
ostéosarcomes de haut-grade (A) et de bas-grade (B). A- Comparaison du génome de 48 cas d’ostéosarcomes
de haut-grade. Vert : régions amplifiées ; rouge : régions deplétées. Extrait de Man et al., 2004. B- Amplification
du fragment q13-15 du chromosome 12 dans 42 cas d’ostéosarcomes de bas-grade. Ce fragment contient
notamment les géenes codants pour les protéines cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) et murine double-minute
type 2 (MDM2). Jaune : régions variables ; bleu : régions amplifiées ; rouge : régions deplétées. Extrait de
Dujardin et al., 2011.

A linverse, les ostéosarcomes de bas-grade, qui sont plus rares (< 6% des
ostéosarcomes), ont montré une amplification spécifique des genes MDM2 (murine
double-minute type 2) et CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) portés par le
chromosome 12 (figure 16B ; Dujardin et al., 2011). Or, ces anomalies sont également
retrouvées dans des liposarcomes différenciés et dédifférenciés (Yoshida et al.,
2010). De maniére intéressante, ces liposarcomes dédifférenciés comprenaient une
zone ostéoide occupant 5 & 50% du volume tumoral total et dont les cellules
comportaient également I'altération génétique sur MDM2 et CDK4. Ces observations
indiquent que I'ostéosarcome de bas-grade et le liposarcome pourraient provenir
d'un seul type de cellules progénitrices dont le niveau de différenciation vers le

lignage ostéoblastique ou adipocytaire dépendrait du microenvironnement.

Traitement actuel

La prise en charge de l'ostéosarcome est basée sur la résection chirurgicale
associée depuis les années 1970 a I'utilisation de la chimiothérapie. Initialement
utilisée en postopératoire (adjuvante) des 1971, la chimiothérapie a été appliquée
avant la résection fumorale (néo-adjuvante) a partir de 1978. Cette combinaison de
traitement permet d’éviter I'amputation du membre touché au profit d’'une chirurgie

conservatrice dans plus de 80% des cas (Allison et al., 2012).
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Figure 17 : Schéma de la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome en France.
+ = bonne réponse au traitement : cellules tumorales résiduelles < 10% ; - = mauvaise réponse au traitement :
cellules tumorales résiduelles > 10%, ou patient non opérable, ou métastases.

Une poly-chimiothérapie néo-adjuvante est appliquée dés le diagnostic de la
tumeur pendant environ 3 mois jusqu'a la procédure de résection chirurgicale de la
tumeur. Celle-ci est alors analysée par histologie pour évaluer son taux de nécrose et
définir la stratégie de poly-chimiothérapie adjuvante qui sera appliquée pendant 4
a 6 mois. Une bonne réponse de la tfumeur au traitement est évaluée d au moins 90%
de cellules nécrotiques. Dans le cas d'une bonne réponse de la tumeur au premier
traitement, la chimiothérapie adjuvante est souvent composée des mémes
molécules utilisées lors de la chimiothérapie néo-adjuvante. Si la tumeur est dans la
catégorie des mauvaises répondeuses, le traitement sera adapté, modifié, renforcé

ou rallongé (figure 17).
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Actuellement, les molécules montrant le plus d'efficacité dans le traitement des
tumeurs osseuses ciblent en particulier des cellules & haut taux de prolifération en
bloguant notamment la phase de réplication de I'ADN indispensable a la

progression du cycle cellulaire :

- le cisplatine, provoque un changement de la conformation locale de I'ADN
double brin en se fixant sur les bases puriques (Adénine et Guanine). Il bloque ainsi la

réplication et la transcription de I’ADN.

- la doxorubicine, agent intercalant capable de se lier a I'enzyme topo-isomérase |l.
Elle inhibe la synthese d’ARN.

- I"étoposide inhibe de maniere irréversible la protéine cdc2, responsable du
passage en mitose, et la formation des microtubules qui réalisent le fuseau mitotique

cellulaire.

- I'ifosfamide génere des ions éthylene-iminium capables de bloquer la synthese
d'ADN.,

- le méthotrexate est un inhibiteur de I'enzyme dihydrofolate réductase. Il entraine
un blocage de la synthese des bases puriques (Adénine et Guanine) et de la

Thymine.

Lorsque la prise en charge de I'ostéosarcome se résumait a la chirurgie, le taux de
survie a 5 ans des patients était inférieur a 15%. Grace a la poly-chimiothérapie
adjuvante et néo-adjuvante, ce taux de survie est passé a 60% voire 70% (Allison et
al., 2012). Cependant, la détection de métastases lors du diagnostic est associée a
un taux de survie a 5 ans inférieur a 30% en dépit des traitements de poly-

chimiothérapie (Allison et al., 2012).

Le traitement associant poly-chimiothérapie et chirurgie conservatrice représente un
réel progres vis-a-vis de I'amputation systématique, puisque le taux de survie a 5 ans
a été considérablement augmenté, mais aussi puisque le taux de récidive locale
(survenue d'un second ostéosarcome sur le site primaire) est de 5% chez les patients
non amputés, confre 2 a 3% chez les sujets amputés (Picci et al., 2014). La bonne
réponse au traitfement combinant poly-chimiothérapie et chirurgie conservatrice
constifue un bon facteur pronostique d'absence de récidive locale dans
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I'ostéosarcome de haut-grade (Bacci et al., 2000; Bielack et al., 2002). Ces récidives
se produisent le plus souvent dans les 4 ans aprés la fin du traitement, et moins de 5%
des récidives sont ftardives (> 5ans ; Ferrari et al., 2006). Dans le cas de récidives
tardives, méme une tumeur répondant mal au traitement ne constitue pas un

mauvais pronostic (Ferrari et al., 2006; Kim et al., 2007).

Cas clinique: récidive locale et tardive d’un
ostéosarcome suite a une GTA

Les évenements relatés ci-apres ont été rapportés par Pierre Perrot en 2010 (Perrot et
al., 2010).

Une patiente de 17 ans a été admise en 1994 dans le service de chirurgie
orthopédique et traumatologique du CHU de Nantes pour une tumeur osseuse de
I'numérus proximal gauche. Une biopsie de la tumeur et des examens cliniques et
radiologiques ont permis d’'identifier la tumeur comme étant un ostéosarcome
télangiectasique (figure 18A). Une série de 4 cures de poly-chimiothérapie néo-
adjuvante a été appliqguée; le protocole thérapeutique francais indiquait &
I’époque |'utilisation d'ifosfamide associé a du cis-platine. La tumeur a ensuite été
réséquée par chirurgie avec conservation de I'articulation gléno-humérale. Les
analyses histologiques réalisées ont conclu a une résection tumorale complete
(marges de I'exérese saines) ainsi qu'a une bonne réponse de la fumeur au
traitement (0% de cellules viables). La patiente a alors pu recevoir 2 nouvelles cures
semblables de poly-chimiothérapie adjuvante et a été suivie par des examens
réguliers pendant 10 ans (examens cliniques et IRM et radiographies du thorax tous

les 6 mois les 5 premieres années puis tous les ans) sans montrer de signe de récidive.

En 2005, la patiente est prise en charge par le service de chirurgie plastique et
reconstructrice du CHU de Nantes afin de corriger le défaut tissulaire laissé par le
traitement de sa tumeur et des douleurs au niveau de sa cicatrice (figure 18B). La
jeune femme a alors recu des injections de fissu adipeux (TA) autologue en 3 temps

(mars et juin 2005, puis janvier 2006). La Greffe de Tissu Adipeux (GTA) fut un succes
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sur le plan fonctionnel et esthétique puisque I'épaule et le bras ont été regalbés et

les douleurs au niveau de la cicatrice ont disparu.

Figure 18 : Diagnostic et fraitement d’un ostéosarcome télangiectasique.

A- Coloration HES sur une coupe de tumeur montrant des cellules tumorales au contact de de matrice ostéoide
(*) et d’espace télangiectasique contenant du sang (X). B- Aspect du bras gauche 10 ans apreés la fin du
traitement. Extrait de Perrot et al., 2010.

En aoClt 2007, la patiente a consulté son oncologue pour des douleurs au bras
gauche associées a un gonflement et une inflammation du membre (figure 19A).
L'imagerie par Résonnance Magnétique a révélé une masse tumorale hétérogene
extensive de 10 sur 12 cm sous-cutanée en regard de la zone ayant recu la Greffe
de Tissu Adipeux (GTA). Des analyses histologiques ont confiimé la présence d’'un
ostéosarcome contenant des cellules en prolifération parmi une substance ostéoide
(figure 19B).

o

Figure 19 : Récidive tumorale sur le site de GTA.

A- Aspect du bras gauche avant amputation, aprés GTA et chimiothérapie. B- Coloration HES sur une coupe de
biopsie tumorale montrant des cellules malignes associées a une fine matrice ostéoide. C- Image de la piéce de
résection ouverte montrant la masse tumorale (*) autour de I’humérus gauche et le greffon de TA en périphérie
(X). D- Coloration HES sur une coupe de tumeur apreés résection montrant des cellules nécrosées associées a une
zone hémorragique indiquant un ostéosarcome de type télangiectasique. Extrait de Perrot et al., 2010.
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La patiente a alors recu une nouvelle série de cures de poly-chimiothérapie néo-
adjuvante (doxorubicine et ifosfamide) avant que la tumeur ne soit enlevée par
désarticulation trans-scapulaire. L'analyse de la tumeur indiquait une bonne réponse
au traitement avec une importante nécrose associée a la présence de zones
hémorragiques permettant de diagnostiquer un ostéosarcome télangiectasique et
suggérant la récidive locale de I'ostéosarcome initial. Cependant, la chimiothérapie
adjuvante ne sera pas appliqguée devant I'insuffisance rénale sévere occasionnée

par la précédente cure.

La patiente n'a depuis par présenté de signe de récidive locale ou a distance.

La récidive locale tardive d'un ostéosarcome était tout-a-fait inattendue. En effef, il
s'agissait d'un ostéosarcome télangiectasique ayant bien répondu au traitement,
ce qui était de bon pronostic. Une récidive aussi tardive (plus de 10 ans) n'avait
presque jamais eté décrite jusqu’alors, a I'exception d'un cas rapporté en 2000 par
une équipe italienne (Bacci et al., 2000). La survenue d'une récidive d'ostéosarcome
au niveau du site ayant recu une GTA réalisée 18 mois plus t6t a soulevé la question

du mécanisme de récidive tumorale et de I'implication du TA dans cet évenement.

Cellules Souches Cancéreuses

Modeles de développement tumoral et réle des CSC

Pour expliquer I'hétérogénéité cellulaire au sein d'une tumeur, deux modéeles de

développement tumoral ont été proposés successivement.

Le premier modéle a avoir été décrit repose sur un modeéle stochastique
d’accumulation de mutations sur les proto-oncogenes ou sur les genes suppresseurs
de tumeurs par les cellules ftumorales. Ce modele de développement est aussi dit
clonal car il aboutit a I'établissement de plusieurs clones de cellules qui contribuent
tous plus ou moins au volume de la tumeur et d son hétérogénéité. Parmi ces clones,
certains plus agressifs et résistants peuvent apparaitre et former majoritairement la

masse tumorale (figure 20A).
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Figure 20 : Schémas des théories sur le développement tumoral.

A- Développement clonal. Les différents clones accumulent des mutations de maniére stochastique et sont tous
capables d’induire une nouvelle tumeur chez la souris. CS = Cellule Souche normale. B- Développement
hiérarchique. Des populations de cellules malignes se développent a partir d’une CSC, cependant elles ne
peuvent pas former une tumeur a elles seules chez la souris. Seules les CSC sont capables de reformer la tumeur
initiale dans sa complexité tissulaire. Adaptés de Trichet, 2015.

Le second modéle développé pour expliquer I'hétérogénéité tumorale est proposé
des 1959 (Makino, 1959). Il décrit un développement tumoral hiérarchique reposant
sur la présence de Cellules Souches Cancéreuses (CSC). Ces CSC seraient capables
de réaliser une division cellulaire asymétrique afin de fournir des contingents de
cellules tumorales différenciées. Seules des CSC pourraient donc générer une
nouvelle fumeur aussi complexe que la tumeur initiale, tandis que les cellules
malignes qui forment majoritairement la masse tumorale ne peuvent donner

naissance a une nouvelle tumeur (figure 20B).

Ces 2 modeles de développement tumoral peuvent étre compatibles selon le type

de tumeur (Shackleton et al., 2009).

Les premieres CSC ont été isolées en 1994 a partir d'une leucémie myéloide aigUe
(Lapidot et al., 1994), gréce a leurs marqueurs de surface. En effet, une rare sous-
population de cellules tumorales (CD34*, CD38) présentait des caractéristiques

d’'auto-renouvellement, de prolifération et de différenciation similaires aux cellules
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souches hématopoiétiques. De plus, un petit nombre de ces cellules CD34+/CD38
induisaient I'apparition d'une nouvelle leucémie lorsqu’elles étaient transplantées
chez la souris nude iradiée. A 'inverse, le méme nombre de cellules CD38* n’étaient

pas capables de générer une nouvelle tumeur.

Le modele de développement tumoral hiérarchique a été transposé aux tumeurs
solides et des CSC ont pu étre isolées a partir de différentes tumeurs solides,

carcinomes et sarcomes.

Propriétés des CSC

Les CSC sont caractérisées selon quatre propriétés : I'auto-renouvellement, la
multipotence, la résistance aux drogues et la tumorigénicité. Ces propriétés peuvent

étre d la base de techniques d'isolement des CSC.

Auto-renouvellement

Les CSC, comme les cellules souches non-tumorales, ont une capacité d'auto-
renouvellement a long terme. Cette capacité peut étre mise en évidence dans des
tests de clonogénicité a partir de cellules seules cultivées en conditions de perte

d'adhérence sans facteurs de croissance.

Maintien du potentiel multipotent

Les CSC présentent un phénotype indifférencié caractérisé par I'expression de
genes de cellules souches embryonnaires que sont notamment POUSFI (POU
domain, class 5, transcription factor 1), SOX2 (Sex determining region Y-box 2) et
NANOG (nom tiré de la légende gaélique ilandaise Tir na nOg, la Terre de I'éternelle
jeunesse ; The University Of Edinburgh, 2009) qui codent pour des facteurs de
transcription responsables du maintien du caractere souche. La surexpression de
certains de ces genes dans des cellules différenciées suffit a les dédifférencier en
cellules souches pluripotentes induites (Induced Pluripotent Stem Cells, IPSC ;
Takahashi and Yamanaka, 2006).
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De plus, de part leur phénotype indifférencié, les CSC expriment des marqueurs de
surface identifies dans des cellules progénitrices, comme les clusters de
différenciation (CD) CD34 caractéristique du lignage hématopoiétique) ou CD133
caractéristique des lignages hématopoiétique, endothélial ou neural (Ma and Allan,
2011). Par exemple, la protéine CD133 s'est révélée utile pour la détection en
cytométrie en flux de CSC dans de nombreux types de cancers : colon (Huang et
al., 2009; Lugli et al., 2010), prostate (Vander Griend et al., 2008; Miki et al., 2007),
ovaire (Curley et al., 2009) ou encore poumon (Bertolini et al., 2009; Tirino et al.,
2009).

Un phénotype indifférencié peut étre corrélé a un potentiel de multipotence,
comme par exemple pour des cellules souches mésenchymateuses (CSM) qui sont
capables de se différencier en culture in vitro en ostéoblastes, chondrocytes et
adipocytes. Ainsi, la différenciation de cellules tumorales par la culture en milieu
inducteur spécifique est un moyen de vérifier le potentiel de différenciation de CSC

isolées, et donc de vérifier leur multipotence.

Résistance aux drogues

Les CSC sont caractérisées par leur résistance aux drogues, notamment aux
molécules employées en chimiothérapie. La résistance est corrélée a I'activité de
pompes a efflux de molécules toxiques, qui peut étre observée en cytométrie en
flux, d I'aide de colorants de I'ADN qui sont excrétés uniquement par les CSC
identifiant alors une sous-population de cellules non-marquées par le colorant (side-
population). Les CSC expriment également I'enzyme Aldéhyde DéHydrogénase
(ALDH ; Ma and Allan, 2011) ; elles peuvent alors éfre identifiées par cytométrie en
flux gréce a I'Adléfluor, métabolisé par I'ALDH en substrat fluorescent (Hess et al.,
2004).

Tumorigénicité
L'injection d'un petit nombre de CSC (100 & 1000) chez la souris immuno-déficiente
permet la formation d’'une masse tumorale, présentant les hétérogénéités d'une

tumeur primaire. Cette technique est la référence pour confirmer I'identification de

CSC, tandis que le test de la clonogénicité, le tri cellulaire sur la base de marqueurs
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de surface et sur la capacité a exclure ou métaboliser une drogue sont utilisées pour

isoler des potentielles CSC au sein d'une tumeur.

Cellules souche dans I'ostéosarcome

Origine des ostéosarcomes : réle des CSM

@ adipocyte ostéosarcome

FABP4
PPARG

ostéoblaste

RUNX2 > 0SX COL1A1 ALP > aoaabao

pré-ostéoblaste

SOX9

SOX5
SOX6 ostéocyte

chondroblaste

Figure 21 : Schéma de la différenciation des CSM.

Le gene SOX2 figuré en vert est un marqueur de I'auto-renouvellement des CSM. Les génes figurés en rouge,
bleu et turquoise représentent des marqueurs de différenciation adipocytaire, ostéogénique et chondrocytaire,
respectivement. L’ostéosarcome est probablement issu de CSM en voie de différenciation ostéoblastique.
Adapté de Basu-Roy et al., 2013 et Xiao et al., 2013.

Les cellules tumorales d'un ostéosarcome sont d'origine mésenchymateuses et
seraient issues de la transformation maligne d'une Cellules Souche
Mésenchymateuse (CSM) lors de sa différenciation en ostéoblaste (figure 21). Cette
origine expliquerait la capacité des cellules tumorales & former une matrice
ostéoide, mais également la présence de zones fibroblastiques ou mMméme

cartilagineuses au sein d'un seul ostéosarcome (figure 12).

Les CSM sont retrouvées principalement dans la moelle osseuse et dans le tissu
adipeux, mais a des ratios difféerents allant de 0,001 a 0,01% des cellules totales de la

moelle osseuse et de 1 a 2% des cellules totales du fissu adipeux (Strem et al., 2005).
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La Société Internationale de Thérapie Cellulaire a proposé en 2006 un ensemble de

criteres minimaux de définition d'une CSM (Dominici et al., 2006).

Pour étre qualifiées de CSM, les cellules doivent premierement adhérer au plastique

lorsqu’elles sont cultivées en conditions standards.

De plus, les CSM doivent étre caractérisées par I'expression d'un ensemble de
marqueurs membranaires, CD73 (enzyme extracellulaire convertissant I'AMP en
Adénine), CD90 (également un marqueur de certaines cellules hématopoiétiques)
et CD105 (protéine impliquée dans I'angiogenese). A I'inverse, les CSM n’expriment
pas d'autres protéines, principalement des marqueurs de cellules hématopoiétiques
plus ou moins différenciées, notamment CD34 (marqueur de précocité des cellules

médullaires) et CD45 (marqueur leucocytaire).

Enfin, les CSM doivent démontrer in vitro leur pouvoir de différenciation en

adipocytes (figure 22A), en chondrocyte (figure 22B) et en ostéoblaste (figure 22C).

Figure 22 : Observation du potentiel de différenciation des CSM.

Images de confirmation de la différenciation cellulaire adipocytaire (A, coloration Oil Red O et contre-coloration
hématoxyline), chondrocytaire (B, coloration bleu alcian) et ostéoblastique (C, coloration rouge alizarine). Les
CSM ont préalablement été cultivées en milieu standard (haut) ou inducteur de la différenciation de chacun des
trois lignages (bas). Extrait de Brennan et al., 2014.
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CSC dans l'ostéosarcome

La recherche des CSC dans I'ostéosarcome s'est focalisée sur les tumeurs de haut-
grade, caractérisées par leur hétérogénéité. En effet, la matrice ostéoide d’origine
tumorale peut étre associée avec des zones d'aspect fibroblastique ou cartilagineux
(figure 12). Dans les tissus sains, les osteoblastes responsables de la formation osseuse,
les chondrocytes et les fibroblastes dérivent tous des cellules souches
mésenchymateuses (CSM). Dans les ostéosarcomes, les cellules tumorales présentant
un aspect ostéoblastique, chondrocytaire ou fibroblastique pourraient donc toutes
dériver du méme type de cellules. Les CSC a l'origine des ostéosarcomes

partageraient des caractéristiques communes avec les CSM (Basu-Roy et al., 2013).

La premiere étude a identifier des CSC dans les tumeurs osseuses primitives a été
publiee en 2005. Des CSC ont pu éfre isolées a partir de biopsies par leur propriété a
former des spheres en conditions de perte de d’'adhérence, créée par du milieu
semi-solide sans facteurs de croissance et avec des plagques de culture ne
permettant pas I'adhérence cellulaire (figure 23 ; Gibbs et al., 2005). Les CSC ainsi
obtenues exprimaient fortement les genes POUSFI et NANOG ainsi que des
margueurs membranaires de CSM : 30 & 50% des cellules étaient CD105*, 75 a 100%
étaient CD44*, de plus, les CSC étaient capables de se différencier dans les voies

adipocytaires et ostéoblastiques.

Figure 23 : Cellules d’ostéosarcome en sphéres.
Image en microscopie optique de sphéres formées par la culture de cellules d’ostéosarcome en conditions
clonales et de perte d’adhérence. Extrait de Gibbs et al., 2005.

L'activité de I'enzyme ALDH augmentée des CSC a également permis d'identifier
une sous-population de cellules, au sein d’une lignée d’ostéosarcome humain OS99-

1, dérivée d'une biopsie. Ces cellules exprimaient fortement les génes POUSFI,
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NANOG et SOX2 (Wang et al., 2011). De plus, ces CSC formaient des clones a une
plus forte fréquence que la population totale et 100 de ces cellules suffisaient &
induire la formation d'une tumeur chez la souris quand le reste des cellules de la

lignée n’était pas tumorigene (figure 24).

Figure 24 : Evaluation de la tumorigénicité des CSC d’ostéosarcome.

A partir de la lignée d’ostéosarcome humain 0599-1, le niveau d’expression de I’enzyme ALDH a permis de
séparer les CSC (ALDHbr) des autres cellules tumorales (ALDH’O). A- Souris NOD/SCID ayant recu deux injections
sous-cutanées controlatérales de 100 cellules ALDH” et ALDH"". Les cellules ALDH" n’induisaient pas I'apparition
d’'une masse tumorale comparable aux cellules ALDH®. B- Coloration H&E des tissus au niveau des sites
d’injection. La tumeur formée par les cellules ALDH"™ présente de nombreuses cellules malignes (haut) alors que
le site d’injection des cellules ALDH" ne contient que quelques cellules apoptotiques résiduelles (bas). Echelle :
50 um. Extrait de Wang et al., 2011.

L'équipe de Tirino a mis en évidence que la sous-population positive pour la
détection de la protéine CD133 au sein de 3 lignées humaines d’osteosarcome (MG-
63, Saos-2 et U-2 OS) montrait des caractéristiques de CSC : profil membranaire
CD34-, CD44*, CD90*; clonogénicité (Tirino et al., 2008). Plus recemment, a partir de
2 biopsies d'ostéosarcomes humains, Tirino a isolé une sous-population CD133+ (<
8% ; Tirino et al., 2011). Cultivées sans adhérence, ces cellules pouvaient former des
spheres qui exprimaient de hauts niveaux des genes POU5SF1, NANOG et SOX2 par
rapport aux mémes cellules cultivées en conditions d'adhérence. De plus, elles ont
démontré leur capacité a se différencier dans les lignages adipocytaire et
ostéoblastique. Malgré I'ensemble de ces caractéristiques de CSC, ces cellules
CD133* ne formaient pas de tumeurs lorsqu'elles étaient injectées chez la souris

immuno-déficiente.

Les études portant sur I'identification de CSC dans I'ostéosarcome ont montré

I'existence d'une sous-population de cellules présentant une tumorigénicité et un
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auto-renouvellement augmentés par rapport a la population cellulaire totale. Bien
qgue ces observations soient en faveur d'un développement hiérarchique de
I'ostéosarcome, aucun marqueur précis commun aux CSC n'a encore été
clairement identifié. En revanche, la formation de sphéres en culture sans
adhérence semble étre la propriété la plus frequente de CSC identifiées jusqu’'a
présent. Ce mode de culture favoriserait I'acquisition de marqueurs de CSC méme

au sein de lignées cellulaires établies.
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INTRODUCTION

Greffes de Tissu Adipeux et récidive tumorale: cas
clinique

La GCreffe de Tissu Adipeux -GTA- est une technique de chirurgie plastique
initialement destinée a la reconstruction de défauts de la face (Coleman, 1995).
Cette procédure est considérée comme sans risque puisqu'il s'agit d'un tissu
adipeux (TA) autologue (débarrassé de ses composantes huileuse et sanguine par
filtration ou sédimentation) qui n'est pas mis en culture avant d’étre injecté sur le site
a reconstruire. La GTA présente cependant des limites, principalement dans

I'impossibilité de prévoir le taux de résorption du tissu adipeux greffé (Gir et al., 2012).

Le traitement de I'ostéosarcome nécessite des cures de chimiothérapie combinées
& la résection de la tumeur par chirurgie. A I'issue de ce traitement, une rémission
complete n’est envisagée qu’'apres une période sans rechute d’'au moins 10 ans.
Les progrés de la prise en charge des tumeurs osseuses ont permis aux patients
d’éviter I'amputation complete du membre fouché. Cependant, la résection
chirurgicale de la tumeur laisse des séquelles physiques et esthétiques. Pour ces
patients en rémission, des solutions de reconstruction peuvent étre proposées afin

d'améliorer leur qualité de vie.

En 2010, les services d'orthopédie et de chirurgie plastique du centre Hospitalo-
Universitaire de Nantes ont rapporté un cas clinique de récidive locale et tardive
d'un ostéosarcome (Perrot et al., 2010). Cette récidive est survenue plus de 10 ans
apres la fin du traitement anti-tumoral et 18 mois apres que la patiente it recu une

série d'injection de tissu adipeux autologue a visée reconstructrice.

L'incidence de I'ostéosarcome en France demeure faible (110 nouveaux cas par
an) et ainsi ne permet pas d’'envisager une étude rétrospective comparant les taux
de récidive tumorale d'un groupe de patients ayant recu une GTA au faux de
récidive de patients n'en ayant pas recue. Le laboratoire LPRO a alors proposé de
mettre en place des études précliniques pour tester I'interaction possible entre TA et

ostéosarcome.
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Figure 25 : Suivi temporel du développement d'ostéosarcome induit chez la souris nude.

Les tumeurs ont été induites par transplantation para-tibiale de fragments de tumeurs initialement générées
par injection de cellules Saos-2 dans le coussinet d'autres souris. A- Développement de tumeurs non injectées
(groupe contréle). B- Développement de tumeurs ayant regu une injection de TA. C- Développement de tumeurs
apreés reproduction du geste d'injection avec une canule. D-) Evolution du volume de TA injecté dans des souris
sans tumeur .Le temps des injections est indiqué par une fléche. Le volume tumoral moyen est indiqué par une
ligne continue, tandis que les mesures individuelles sont identifiées par des points. Extrait de Perrot et al., 2010.

Dans un modéle d'ostéosarcome humain induit par transplantation & partir de
cellules tumorales Saos-2 chez la souris immuno-déficiente nude (figure 25A), une
seule injection de TA accélérait le développement tumoral (figure 25B) alors le geste
chirurgical d'injection n'influencait pas la croissance tumorale (figure 25C). De plus
le TA injecté seul n'induisait pas la formation d'une masse tumorale (figure 25D). Ces
observations ont confirmé que I'effet pro-tumoral du TA sur I'ostéosarcome n’était
pas dU a I'inflammation induite par le geste chirurgical et que le TA injecté soutenait

la croissance de I'ostéosarcome sans confribuer au volume de la tumeur.

36



Partie | Infroduction _

prélevement
de TA

tapis cellulaire amas de cellules

HOSCT HOS +TA

HOS _ Saos-2

100 100
1 1] —j— ]

80 80

] cellules

[ vivantes
] @ mortes

60 60

40 40

% des cellulestotales
%des cellules totales

20 20 A
o ] = . o ]
CT TA CT TA

Figure 26 : Culture de cellules d'ostéosarcome en présence d'un prélévement de TA.

A- Surplus d'un préléevement de TA destiné a une GTA placé dans des inserts de culture a pores de 3 um. Schéma
du positionnement de l'insert au-dessus de cellules d'ostéosarcome cultivées en conditions d'adhérence. B-
Photographies de cellules HOS apres 24 h de culture en milieu standard (CT) ou en présence de TA. C-
Graphiques représentant la proportion de cellules d'ostéosarcome vivantes et mortes aprés 24 h de culture en
milieu standard (CT) ou en présence de TA. Les cellules HOS et Saos-2 ont été comptées au bleu Trypan sur une
cellule de Malassez. Les résultats présentent la moyenne du comptage de 3 puits et sont exprimés en % du
nombre total de cellules. Les barres représentent les écart-types.

Pour observer I'effet du TA sur la prolifération de cellules d’ostéosarcome in vitro, des
expériences de co-culture ont été mises en place par Pierre Perrot lors de ses travaux
de thése, mais elles n'ont pas montré d'effet pro-prolifératif du TA. En effet la
présence de TA induisait un regroupement en amas des cellules tumorales cultivées

sans facteurs de croissance (figures 26A et 26B). Aprés comptage au bleu Trypan sur
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lame de Malassez (figure 26C), il apparaissait que les cellules tumorales n'étaient pas
mortes mais qu’elles avaient stoppé leur développement ; en effet il y avait autant
de cellules cultivées en condition CT qu’en présence de TA. Les lipides contenus
dans le TA ont pu bloguer les échanges gazeux des cellules et ainsi provoquer cet
arrét de la prolifération des cellules de lignées d’'ostéosarcome. C’est pourquoi nous
avons cherché a étudier les effets des facteurs solubles produits par le TA et sur la
prolifération des cellules d’'ostéosarcome, sans la phase lipidique qui semblait

modifier les échanges gazeux in vitro.

Facteurs solubles du TA et croissance tumorale

Le TA sécrete de nombreuses cytokines dont certaines ont montré une action sur la

prolifération de cellules tumorales in vitro et in vivo.

La leptine est la principale cytokine spécifiquement sécrétée par la TA. Elle a
présenté un effet pro-prolifératif in vitro lorsqu’elle était ajoutée a des cellules de
lignées humaines de carcinome mammaire (Dieudonne et al., 2002; Saxena et al.,
2007) ou de cancer de la prostate (Somasundar et al., 2004). Dans le cas du cancer
du colon, I'agjout de leptine & des cellules de lignées tumorales humaines avait pour
effet de stimuler la prolifération cellulaire in vitro et in vivo (Hardwick et al., 2001).
Dans le cas de I'ostéosarcome, la leptine augmentait la prolifération in vitro de
cellules humaines Saos-2 (Burguera e t al., 2006) et pourrait donc étre impliquée dans

la croissance de I'ostéosarcome soutenue par I'apport de TA.

Parmi les cytokines produites par le TA, I'interleukine (IL) 6 exerce un rdle variable sur
le développement tumoral. Cette cytokine pro-inflammatoire est depuis longtemps
décrite comme un facteur de croissance pour les cellules de lymphome (Shimizu et
al., 1988; Yee et al., 1989), de myélome multiple (Kawano et al., 1988), de carcinome
rénal (Miki et al., 1989), ou encore pour les cellules dérivées de sarcome de Kaposi
(Miles et al., 1990). Cependant, une étude plus recente décrit un effet modulateur
de la prolifération de cellules de carcinome mammaire par I'lL-6 via la production
d’cestrogenes (Honma et al., 2002). Dans I'ostéosarcome, I'lL-6 serait impliquée dans
I'effet pro-prolifératif exercé in vitro par des Cellules Souches Mésenchymateuses
dérivées de Moelle Osseuse (CSMMO) sur les cellules humaines d’ostéosarcome

(figure 27A; Bian et al.,, 2010). Cet effet pro-tumoral exercé par les CSMMO sur
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I’ostéosarcome in vitro et in vivo a pu étre bloqué in vitro par I'ajout d’'un anticorps

bloquant la signalisation de I'lL-6 (figure 27B ; Tu et al., 2012).
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Figure 27 : Effet pro-prolifératif de I'lL-6 sur les cellules d’ostéosarcome Saos-2.

A- Graphique montrant la prolifération de cellules d’ostéosarcome Saos-2 (évaluée par test MTT) cultivées dans
du milieu supplémenté en concentrations croissantes d’IL-6. Extrait de Bian et al., 2010. B- Graphique montrant
I’évolution temporelle de cellules d'ostéosarcome Saos-2 (évaluée par incorporation de BrdU) cultivées pendant
8 jours dans du milieu sans facteur de croissance (Control), en présence de MC- CSMmo standard (MSCs CM) ou
sans IL-6 (MSCs CM + anti IL-6). Extrait de Tu et al., 2012. * : p < 0,05.

Les cytokines de la famille Fibroblast Growth Factor (FGF) ont des implications dans
I'angiogenese, la survie, la migration et la prolifération des cellules fumorales dans
de nombreux cancers (Turner and Grose, 2010). Au sein de cette famille de
cytokines, le FGF basique (FGF2)semblait activer la prolifération et la migration des
cellules d'ostéosarcome, réduit leur sensibilité aux traitements de chimiothérapie et

inhiber leur différenciation dans la voie ostéoblastique (Shimizu et al., 2012).

Outre I'action de protéines et cytokines produites par les cellules du TA, d'autres
molécules peuvent avoir une action sur les cellules tumorales, comme des composés
de nature lipidique. Par exemple, des acides gras polyinsaturés produits par ont été
retrouvés dans du milieu conditionné par des Cellules Souches Mésenchymateuses
(CSM ; Roodhart et al., 2011). Isolés dans la fraction de bas poids moléculaire (< 3
kDa) parmi les molécules solubles produites par les CSM, ces acides gras étaient
capables d’induire une résistance tumorale aux molécules de chimiothérapie dans
des modeles précliniques de cancer du coélon, du poumon et du sein. Ces
observations nous ont incités a prendre en considération I'implication éventuelle de

médiateurs lipidiques dans I'effet du tissu adipeux sur I'ostéosarcome.
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L'Acide LysoPhosphatidique (LPA) est un facteur lipidique produit notamment par
les adipocytes (Valet et al., 1998) et pouvant étre dosé dans le sérum ou d’'autre
fluides biologiques (Saulnier-Blache et al., 2000). Le LPA est impliqué notamment
dans la prolifération, le chimiotactisme et la migration cellulaire (Moolenaar et al.,
1997). L'action d'activation du LPA sur la maturation ostéoblastique est potentialisée
par son association avec I'albumine (Mansell et al., 2011). Dans le cas du cancer du
sein, le LPA est capable de favoriser la dissémination métastatique des cellules de
carcinome mammaire vers un site osseux et d'accélérer la croissance des
métastases (Boucharaba et al., 2004; David et al., 2010). En revanche, dans le
cancer de la prostate, le LPA activerait la maturation épithéliale des cellules
tumorales et inhiberait leur capacité d'invasion (H&rmd et al, 2012). Dans
I'ostéosarcome, des enzymes impliquées dans la signalisation du LPA seraient
capables d'accélérer la croissance tumorale et la prolifération cellulaire (Rastegar
et al., 2010).

Le role de ces différents médiateurs solubles est loin d’étre établi dans le

développement de I'ostéosarcome.

CSC dans l'ostéosarcome

Dans le cas clinique de récidive suite a un fransfert autologue de tissu adipeux (TA)
plus de 10 ans apres la fin du traitement, le site de développement et du type de la
seconde tumeur coincidaient avec la premiére tumeur (ostéosarcome
télangiectasique de I'numérus proximal gauche). Cette concordance aprées un
temps de rémission supérieur 5 ans a amené a I'hypothese selon laquelle des
Cellules Souches Cancéreuses (CSC) auraient été sorties de leur état de
quiescence par I'apport de TA. Puisque les CSC ne sont pas prolifératives et réalisent
peu de réplication d'ADN, elles ne sont pas ciblées par les agents de
chimiothérapie. Leur présence sur le site tumoral aprés le traitement n’est pas
incompatible avec la bonne réponse de la patiente a la chimiothérapie, qui avait

été observée lors de I'analyse de la piece de résection tumorale.

Dans le cas de I'ostéosarcome, pour isoler des CSC & partir de biopsies, Gibbs et son
équipe ont mis en place un systeme de culture en conditions de perte d'adhérence

et dans un milieu de culture adapté, supplémenté en méthylcellulose pour le rendre
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semi-solide et dépourvu de facteurs de croissance (Gibbs et al., 2005). Ces
conditions de culture qui favorisent la formation d’oncosphéeres induisent
I'acquisition d'un phénotype de CSC par des cellules de lignées d'ostéosarcome
(Wilson et al., 2008).

Ces CSC d'ostéosarcome montrent un fort niveau d’expression des genes marqueurs
de cellules souches embryonnaires : POUSFI, SOX2 ou encore NANOG (Fujii et al.,
2009; Tirino et al., 2008). La variation de I'expression de genes de cellules souches
embryonnaires est inversement corrélée a celle de génes précoces de
différenciation dans le lignage chondrocytaire et ostéoblastique (respectivement
SOX9 et RUNX2).

L'hypothése de CSC impliquées dans la récidive de I'ostéosarcome semble
soutenue par ces différentes études. Aucune donnée concernant I'interaction des

CSC avec le TA n’est cependant disponible actuellement.

Objectifs : évaluer les interactions des facteurs solubles du
TA avec les cellules d’ostéosarcome en prolifération ou en
quiescence

Des études mises en place par Pierre Perrot lors de ses travaux de thése visaient a
évaluer I'impact d'une injection de TA sur le développement de I'ostéosarcome
dans un second modele préclinique. Ce modele était induit par I'injection para-
tibiale de cellules HOS. Dans ce modele, une seule injection de TA induisait une
accélération de la croissance tumorale alors que I'injection de PBS réalisée pour
reproduire le geste chirurgical ne modifiait pas le développement de
I'ostéosarcome (figure28A). De plus, du TA injecté seul ne provoquait pas
d'apparition de masse au cours du temps et n'était donc pas tumorigéne par lui-
méme. Par ailleurs, I'injection de TA ne modifiait pas l'incidence métastatique
(évaluée macroscopiquement lors de I'euthanasie) ni I'atteinte osseuse provoquée

par la tumeur (figure 28B).
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Figure 28 :Impact de l'injection de TA sur le développement de I'ostéosarcome.

Les tumeurs ont été induites par injection para-tibiale de cellules HOS. Un groupe de souris n'a pas recu
d'injection (HOS seules), un groupe a regu une injection de PBS ou de TA (groupes HOS + PBS et HOS + TA
respectivement), un dernier groupe sans tumeur a recu une injection de TA (groupe TA seul). A- Graphique
représentant I'évolution du volume tumoral au cours du temps. La fleche représente le jour de l'injection de TA
ou de PBS. B- Images de scanner réalisés sur des tibias portant les tumeurs issus de souris des groupes HOS +
PBS et HOS + TA. Le volume de la tumeur présentée est indiqué, ainsi que le volume osseux spécifique (Bone
Volume / Total Volume, BV/TV ; exprimé en %). * : p<0,05; **: p< 0,01 (n = 8).

Pour daller plus loin dans la caractérisation de I'effet pro-tumoral du TA sur
I'ostéosarcome en développement, des analyses complémentaires (expression
génique, indice de prolifération) ont été effectuées dans le cadre de ce second

modele préclinique.

Par contre, I'utilisation de TA complet n'a pas semblé étre un bon modéle pour
étudier son impact sur la croissance des cellules d'ostéosarcome in vitro. Nous nous
sommes donc intéressés dans un premier temps au réle seul des facteurs solubles
du TA sur les cellules d'ostéosarcome en culture, en excluant la composante

lipidique, non soluble, et la composante cellulaire de notre analyse.
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Dans le cas clinigue rapporté par notre équipe, I'hypothese posée serait que la série
d’'injections de TA aurait provoqué une reprise de la croissance de la ftumeur initiale,
a partir de CSC. Pour tester cette hypothese, nous avons cherché a établir un
modele d’'acquisition de caractéristiques de CSC par des cellules de lignées
d'ostéosarcome in vitro pour observer I'éventuel impact des facteurs solubles du TA

sur une sortie de quiescence des cellules d'ostéosarcome.

Enfin, des facteurs solubles connus pour étre produits par le TA ont été décrits
comme ayant un potentiel effet pro-tumoral. Nous avons cherché a les détecter
parmi les facteurs solubles que nous récupérions a partir de TA et nous avons observé
si ces molécules pouvaient avoir un impact sur la croissance in vifro des cellules

d'ostéosarcome.
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MATERIEL ET METHODES

Cellules et conditions de culture

Cellules d'ostéosarcome

MNNG-HQOS est une lignée de cellules humaines issues d’'un ostéosarcome survenu
sur I'extrémité fémorale distale d'une jeune fille del3 ans, et établie en 1971
(McAllister et al., 1971). Les cellules utilisées dans ces travaux sont dérivées de la
lignée initiale HOS, référencée par I’ American Type Culture Collection (ATCC) sous le
numéro CRL-1543, fransformée par un ftraitement au N-méthyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine (MNNG) pour obtenir une lignée plus cancérogene (Rhim et al,,
1975). Les MNNG-HQOS sont référencées par I' ATCC sous le numéro CRL-1547 et seront

appelées HOS dans le reste de ce document.

Les cellules de la lignée MG-63 (numéro ATCC : CRL-1427) sont dérivées de

I'ostéosarcome d'un jeune garcon de 14 ans (Billiau et al., 1977).

La lignée Saos-2 (numéro ATCC : HTB-85) est dérivée de I'ostéosarcome d’une jeune
fille de 11 ans (Fogh et al., 1977).

Les cellules de ces 3 lignées étaient cultivées a 37°C dans un incubateur &
atmosphere humide et avec 5% de CO2, dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) supplémenté avec du Sérum de Veau Foetal SVF, 10%) pour
apporter les facteurs de croissance nécessaires a I'expansion des cellules. Les
manipulations étaient effectuées sous un poste de sécurité microbiologique muni

d'une hotte a flux laminaire vertical.

Lorsque le tapis cellulaire atteignait 80 a 90% de confluence, les cellules étaient
repiquées. Le tapis cellulaire était alors rincé au PBS et les cellules étaient décollées
de leur support plastique et séparées les unes des autres grdce a I'ajout d'un
mélange de tfrypsine + EDTA (30 pyL/cm?) pendant 5 minutes & 37°C. L'action de la
trypsine était ensuite stoppée par I'ajout de milieu de culture supplémenté avec 10%
de SVF.
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Pour induire la formation d'oncosphéres, les cellules HOS étaient ensemencées dans
des plastiqgues de culture ne permettant pas I'adhérence (matériel Ultra Low
Attachment, Corning). Les cellules étaient cultivées dans du milieu de culture aMEM
supplémenté en méthylcellulose (1,25%) et en SVF (1%). Pour limiter le dessechement
des puits de culture, du PBS était ajouté dans tous les puits vides adjacents ainsi que

dans les interstices entre les puits.

Obtention des milieux conditionnés

Milieu conditionné de tissu adipeux

Les extraits de Tissu Adieux (TA) sous-cutané issu de la paroi abdominale ou des
flancs étaient récupérés lors d'interventions chirurgicales comprenant une
procédure de lipoaspiration réalisée selon la méthode Coleman. Le consentement
oral du patient était demandé avant I'opération ; un consentement écrit n'était pas
requis car le prélevement était uniquement réalisé & but de recherche et demeurait
anonyme (Art. L. 1245-2 du Code de la Santé Publique, Loi 2004-800 du 6 aodt 2004,
Journal Officiel du 7 aoUt 2004).

Le TA était réparti a la seringue dans des inserts de culture a pores de 3 um montés
sur les puits d’'une plague contenant du milieu aMEM sans SVF et incubé a 37°C
dans une atmosphere humide (5% CO2/95% air). Aprés 24 heures d'incubation, le

milieu était récupéré et correspond & du Milieu Conditionné de TA (MCTA).

Fractionnement des MCTA

Une fois récupérés, les facteurs solubles contenus dans le MCTA pouvaient étre
fractionnés selon leur poids moléculaire par ultrafilfration. Brievement, le MCTA &
fractionner était placé sur une premiere colonne de filtfration (Amicon Ultra 15,
Millipore) présentant un critere de sélection moléculaire de 50 kDa. La colonne était
mise a centrifuger 15 minutes & 5500 rom. A l'issue de la centrifugation les facteurs
solubles de plus de 50 kDa étaient restés dans la partie supérieure et les plus petits
avaient traversé la colonne (figure 29). Les 2 fractions étaient diluées dans du aMEM
pour atteindre I'équivalent du volume déposé sur la colonne et retrouver leur
concentration initiale. La fraction de moins de 50 kDa était ensuite placée sur une

seconde colonne de filtfration avec un critere de sélection moléculaire de 3 kDa et
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centrifugée & 5500 rom pendant 30 minutes. Apres la centrifugation, les 2 fractions
(de 3 & 50 kDa et moins de 3 kDa) étaient d nouveau complétées avec du aMEM

standard pour atteindre le volume initialement déposé de MCTA.

ﬁ MCTA total U U >50kDa
_ _
5500 rpm + aMEM
\/ 15 minutes v \/ <50kDa
<50kDa
<50kDa et
>3 kDa
_ _
5500 rpm + aMEM
\/ 30 minutes \/ \/ <3kDa

Figure 29 : Fractionnement des composants du MCTA en fonction de leur poids moléculaire.
Représentation schématique de la démarche adoptée pour séparer les différentes fractions de poids moléculaire
des MCTA tout en conservant leur concentration initiale.

Milieu conditionné de cellules en culture

Les cellules étaient cultivées pour atteindre 80-90% de confluence. Le milieu de
culture était alors enlevé et le tapis cellulaire était rincé 3 fois avec du PBS. Les
cellules étaient ensuite cultivées avec du milieu aMEM non supplémenté en SVF. Au
bout de 24 heures, le milieu était récupéré et filtré a travers un filtre-seringue de 0,22
Um pour enlever tous les éventuels débris cellulaires. Le milieu ainsi obtenu

correspondait d du Milieu Conditionné (MC).
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Dosage de cytokines

Les cytokines contenues dans les MC obtenus a partir de TA et de cellules
d'ostéosarcome ont été dosées a I'aide de la technologie multiplex (Bio-Plex
Multiplex System, Bio-Rad). Cette technologie permettait la détection simultanée de
plusieurs molécules (jusqu’a 100) dans un volume réduit d'échantillon sur le principe
d'un test ELISA mais ou les Anticorps spécifiques étaient couplés a des billes
magnétiques. Ceci permettait la reconnaissance simultanée de plusieurs signaux de
couleurs et d'intensités différentes gréce a un lecteur de plagues adapté, I'intensité
du signal détecté étant directement corrélée & une concentration des molécules

d'intérét dans le milieu testé.

Le kit ufilisé permettait la détection et le dosage de 31 molécules solubles ; des
interleukines (IL) IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-92, IL10, IL-12, IL-13, IL-15 et
IL-17 ; des chémokines: IP-10 (CXCL10), MCAF, MIP-1a (CCL-3), MIP-1B (CCL-4),
RANTES (CCL5), éotaxine (CCL11); des facteurs de croissance : FGF-2, G-CSF, GM-
CSF, IFN-y, PDGF-bb, TNF-a, VEGF et LIF; et des adipokines : leptine, résistine et

visfatine.

Evaluation de la croissance cellulaire in vitro

Activité mitochondriale

La viabilité cellulaire était déterminée par un test colorimétrique utilisant le sel de
tétrazolium WST-1 (Roche). Trois mille cellules étaient ensemencées dans les puits
d'une plaque 96 puits et cultivées jusqu’a atteindre 50% de confluence. Les puits
etaient alors rincés au PBS et les cellules cultivées une nuit dans du milieu aMEM seul,
sans sérum, pour synchroniser leur cycle de prolifération. Les cellules étaient ensuite
traitées pendant 24 h puis du réactif WST-1 dilué au 1/10éme dans du milieu aMEM
seul était ajouté dans chaque puits pendant 1 a 3 heures. La DO a 490 nm éfait
ensuite lue au spectrometre Victor (Perkin-Elmer) et témoignait de [I'activité

mitochondriale des cellules.

47



Partie | Matériel et méthodes

Cycle cellulaire

Les cellules HOS étaient cultivées pour atteindre 50% de confluence, elles sont alors
rincées avec du PBS et cultivées une nuit dans du milieu aMEM seul, sans sérum, pour
les synchroniser et stopper leur progression en phase Gi du cycle cellulaire. Les
cellules sont ensuite traitées pendant 24 h puis récupérées a I'aide d’'un mélange
trypsine-EDTA avant d’'étre fixées pendant 30 min dans de I'éthanol 70% & 4°C. Entre
chaque étape, les cellules sont cenfrifugées a 2500 rotatfions par minute (rpm)
pendant 3 min a 4°C puis rincées avec du PBS et centrifugées a nouveau. Les
cellules sont incubées dans un tampon phospho-citrate durant 30 min & 4°C ; puis les
ARN sont dégradés par I'action de la RNase A diluée a 70 ug/mL dans du PBS
pendant 30 min a 37°C. L’ADN est finalement marqué a I'iodure de propidium (50
ug/mL) pendant 20 min a 4°C et & I'obscurité. Entre I'étape de dégradation des ARN
et le marquage de I'ADN, il est possible de détecter la protéine Ki-67 par I'ajout d'un
anticorps spécifique couplé au FITC pendant 20 min a 4°C et & I'obscurité. Les
conftréles sont établis en utilisant un anticorps isotypique également couplé au FITC
ainsi que des cellules uniguement marquées par I'lP ou par I'anticorps anti-Ki-67. La
distribution du cycle cellulaire est observée par cytométrie en flux et analysée &

I'aide des logiciels CXP Analysis et MutiCycle AV.

Analyse de I'expression génique

Extraction des ARN

Les ARN des cellules cultivées en conditions d’adhérence et en oncosphéres ont été
extraits gréce aux kits d'extraction sur colonne Nucleospin RNA et RNA XS
respectivement (Macherey-Nagel) selon les instructions du fabricant. Apres
traitement, les cellules rincées par du PBS froid et placées sur glace étaient détruites
par I'ajout d'un tampon de lyse supplémenté en p-mercaptoéthanol (1%). Le tapis

cellulaires était gratté et le lysat récupéré.

Les ARN issus de tumeurs induites chez la souris nude ont été obtenus par lyse des
tissus dans 10 volumes de Trizol (Tiangen) sur glace et a I'aide d'un broyeur (Turrax),

puis extraits grace au kit d’extraction Nucleospin RNA.
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Une filtration du lysat était réalisée avant que les acides nucléiques ne soient fixés sur
une colonne pour étfre purifiés. L'ADN était dégradé par I'action d'une RNase A
pendant 15 minutes a température ambiante, puis la colonne état rincée. Les ARN
étaient enfin élués dans de I'eau pure. La quantité d'ARN était déterminée par
dosage réalisé sur un spectrometre Nanodrop. La Densité Optique (DO) était lue a
différentes longueurs d’onde (230, 260 & 280 nm) et le ratio entre ces différentes
mesures permefttait de déterminer la concentration et la pureté en ARN par rapport
a I'ADN et aux composés protéiques et phénoliques pouvant contaminer
I’échantillon. Les ARN pouvaient ensuite étre directement étudiés ou conservés a -
20°C.

Rétrotransciption

Avant de pouvoir étudier le niveau d'expression de chaque gene d'intérét a partir
des ARN exiraits, ceux-ci devaient préalablement étre convertis en ADN
complémentaires (ADNc). Cette étape de rétrofranscription était réalisee par
I'action de I'enzyme rétrotranscriptase Maxima H Minus (ADN polymérase ARN-
dépendante) selon le kit de synthese des ADNc (Thermo). Pour ce faire, 1 ug d’ARN
était incubé 5 minutes a 65°C avec des amorces oligo-dT se fixant a la queue poly-A
des ARN messagers et en présence saturante de dNTP, qui constituaient le substrat
de I'enzyme pour synthétiser de I'ADN. Cette enzyme était ensuite ajoutée au
mélange pour agir 30 minutes a 50°C. Un choc thermique en 2 étapes (5 minutes a
85°C puis a 4°C) permettait de dénaturer les complexes d’ARNm/ADNc et

d’inactiver la rétrotranscriptase.

PCR en temps réel

La réaction en chaine d'une ADN polymérase (Polymerase Chain Reaction)
permettait d'amplifier spécifiquement un ADNc précis correspondant au fragment
de la séquence d'un géne d'intérét. L'enzyme Thermus aquaticus (Taq) ADN
polymérase ADN-dépendante utilisée permettait la synthese d'un brin d’ADN
complémentaire a I'’ADNc & partir d'un couple d’amorces spécifiques du gene
d’'intérét (Eurogentec) dans des conditions de température élevée. Au cours des

cycles d’amplification, une molécule fluorescente (SYBR Green) s’intercale dans les
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petits sillons de I'’ADN double brin néo-synthétisé de maniere réguliere et permet de

quantifier le nombre de transcrits amplifiés par la réaction de PCR.

Le mélange réactionnel contenant I'enzyme, les amorces (dont les séquences sont
référencées en annexes), le fluorochrome et 20 ng d’ADNc était placé dans un
thermocycleur CXF96 (Bio-Rad) avec le programme d'amplification suivant : 30
secondes a 98°C (initiation) ; puis 15 secondes a 95°C (dénaturation) et 30 secondes

a 60°C (hybridation et élongation) 39 cycles durant.

Au terme de ce programme et a I'aide du logiciel CFX Manager (Bio-Rad) est

réalisée une courbe de fusion afin de vérifier la qualité des ADN amplifiés.

Dans le cas d'expériences réalisées in vitro, I'expression des genes cibles était
normalisée par rapport au gene contrble endogene codant pour I'enzyme
Hypoxanthine Phospho-RibosylTransférase 1 (HPRTI), les niveaux relatifs d'expression

géniques dans la condition de culture « X » étaient évalués grace a la formule :

2-[(Ct géne - CtHPRTI)condition X - (Ctgeéne - CtHPRTI)condition contréle] ; oy 2-4ACt

Pour I'analyse de I'expression génique réalisée sur des prélevements tumoraux,
I'expression des genes cibles était normalisée par rapport a I'expression moyenne de
deux genes contréles endogénes codant pour I'enzyme glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase (GAPDH) et I'actine-p (ACTB) gréce a la formule :

2-(Ct géne cible - Ct moyen GAPDH/ACTB) :ouU Q—ACT

Etude de I'expression protéique

Extraction et dosage des protéines

Les cellules étaient rincées avec du PBS froid rapidement aprés le traitement, puis
lysées par I'action d'un tampon d’extraction (composition en annexes). Apres

grattage du tapis cellulaire, le lysat était récupéré et conservé pour étre dosé.

Le dosage des protéines du lysat nécessitait la réalisation d'une gamme étalon
d'albumine de sérum bovin (Bovine Serum Albumin, BSA). Les protéines sont ensuite
melangées a une solutfion de sulfate de cuivre et d'acide bicinchoninique

responsable d'une réaction colorimétrique. Aprées 30 minutes d'incubation a 37°C, la
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DO a 570 nm lue au spectrometre permettait d’obtenir la concentration protéique

des échantillons.

Western Blot

Cetfte technique permettait de détecter la présence d'une protéine dans un
échantillon et d'évaluer son niveau de production, sans pour autant étre

quantitative.

Les extraits protéiques étaient mélangés a du tampon de Laemmli (25%) permettant
de colorer, conserver et alourdir les échantillons. Les protéines étaient dénaturées
par une ébullition d 5 minutes ¢ 95°C puis conservées sur glace. Les mélanges
étaient ensuite chargés dans un gel d’acrylamide (10%) pour éfre séparées selon
leur taille lors d'une migration par électrophorése d ampérage constant et en
conditions dénaturantes. Les protéines étaient ensuite transférées du gel vers une
membrane de Poly-Fluorure de VinyliDene (PVDF) dans un montage soumis &

ampérage constant.

Apres transfert, la membrane portant les protéines était lavée dans du tampon de
rincage PBS supplémenté en agent mouillant Tween-20 (0,05%), puis incubée 1 heure
dans une solution de rincage supplémentée avec 3% de BSA. Cette étape de
saturation permettait de réduire les hybridations non-spécifiques. Les membranes
étaient ensuite incubées en présence de |'anticorps primaire, spécifigue de la
protéine d'intérét et dilué dans une solution de rincage supplémentée avec 3% de
BSA pendant une nuit a 4°C. Les membranes étaient G nouveau rincées puis
incubées 1 heure en présence de I'anticorps secondaire spécifique de l'isotype de
I'anticorps primaire et directement couplé d une peroxydase, dilué dans une
solution de rincage supplémentée avec 5% de lait. Les membranes etaient rincées
une derniere fois avant I'étape de révélation par ajout du substrat de la péroxydase
associé ¢ du luminol pour augmenter |'émission de lumiére, qui pouvait alors étre
détectée par spectro-imagerie. Les images obtenues dans la chambre noire
GBOX (SynGene) étaient traitées avec le logiciel GeneSnap (SynGene), la durée de
I'acquisition était adaptée selon & la sensibilité du marquage afin d'obtenir le

résultat le plus contrasté possible.
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Analyses histologiques

Selon le type de marquage histologique a réaliser, le fraitement des prélevements
(membre, tumeur ou cellules) variait pour permettre la conservation du composant

d'intérét.

Une fois le montage de I'échantillon enfre lame et lamelle réalisé, les colorations
étaient observées au scanner de lames Nanozoomer (Hamamatsu) et la

fluorescence était observée au microscope inversé a fluorescence.

La congélation des prélevements sans déshydratation par bains d'alcool permettait
la conservation des lipides ainsi que des molécules fluorescentes. Les échantillons
étaient incubés dans des solutions de sucrose dilué en concentrations croissantes
dans du PBS (6 a 30%, bains de 48 h). Les échantfillons étaient ensuite recouverts de
gel d’inclusion NEG.50 puis plongés dans un bain d’isopentane refroidi a -50°C,
faisant durcir le gel d’inclusion pour obtenir un bloc pouvant étre conservé a -80°C.
Des coupes de 5 uym d’épaisseur du prélevement congelé étaient alors réalisées
dans une atmosphere maintenue & -20°C a I'aide d'un cryostat et déposées sur une

lame de verre (Superfrost, Menzel).

Les autres analyses histologiques ont été réalisées sur des prélevements inclus en
paraffine apres fixation dans un bain de PBS + PFA & 4% & 4°C (bain de 48 h pour les
prélevements de tumeur et de 15 minutes pour des cellules cultivées en
oncospheres). Apres la fixation, les échantillons étaient déshydratés par incubation
dans des bains d'éthanol en concentration croissante (de 70° a 100°) puis dans un
bain de but-2-ol avant d'étre inclus dans un bain de paraffine & 56°C. Les
échantillons étaient alors moulés en bloc dans de la paraffine liquide et refroidis

ensuite sur une plaque réfrigérante.

Les blocs pouvaient alors étre découpés sur un microtome. Les coupes de 3 um
d'épaisseur étaient ensuite placées sur une lame de verre et laissées a I'air libre pour
sécher pendant 24 h. Une fois séchées, les lames étaient débarrassées de leur
paraffine par des bains successifs d’éthanol en concentration décroissante (de 100°

a 80°) puis maintenues dans de I'eau distillée.
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Détection des lipides : coloration Qil Red O

Les prélévements de tumeurs induites chez la souris nude étaient directement inclus
pour éfre congelés sans fixation préalable puis découpés au cryostat. Les coupes
étaient ensuite fixées par un bain de 30 secondes de paraformaldéhyde (PFA) dilué
a 10% dans du PBS. Les lames étaient rincées pendant 45 secondes a I'eau distillée
puis les lipides étaient alors directement colorés par immersion de la lame dans un
bain d'Oil Red O dilués a 3 g/L pendant 10 minutes. Les lames étaient O nouveau
rincées pendant 45 secondes, d'abord a I'eau distillée, puis a I'isopropranol (dilué a
60% dans de I'eau distillée). La coloration des noyaux était réalisée par un bain de 5
minutes dans de I'nématoxyline. Les coupes étaient finalement rincées & I'eau
distilée pendant 45 secondes avant d’'étre montées entre lame et lamelle dans un

milieu agqueux pour pouvoir étre analysées.

Identification des cellules en prolifération par marqguage de la protéine Ki-67

Les échantillons inclus en paraffine et découpés sur lame de verre étaient incubés
dans une solution de citrate tamponnée a pH 6 pendant 20 min & 97°C. Les lames

refroidies étaient ensuite rincées a I'eau distillée.

Chacune des étapes suivantes était précédéee d'une série de 3 rincages de 5
minutes par du TBStween. Les peroxydases endogenes aux échantillons étaient
inactivées par I'ajout d'H202 & 3% pendant 15 minutes. Les lames étaient incubées
en solution de safuration (TBStween + 2% de serum de chevre + 1% d’albumine de
sérum bovin) pendant 25 minutes a fempérature ambiante. L'anticorps dirigé contre
la protéine Ki-67 humaine (Dako), produit chez la souris et dilué au 100¢me en solution
de blocage était ajouté a la coupe pendant une nuit a 4°C. L'anticorps secondaire
biotinylé (Dako) dirigé contre I'isotype de souris, produit chez la chevre et dilué au
400eme dans une solution de saturation était ajouté aux échantillons pendant 30
minutes a 37°C. Une peroxydase produite par le raifort (Horse-Raddish Peroxydase,
HRP ; Dako), couplée a la streptavidine et diluée au 800¢me dans du TBStween était

ajoutée aux échantillons pendant 30 min a 37°C.

L'ajout pendant quelques secondes et a I'obscurité, d'un mélange d'H202 et de

diamminobenzidine (DAB ; Dako) se colorant en brun par oxydation permettait en
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suite la détection de la protéine Ki-67. Les échantillons étaient ensuite rincés a I'eau
distilliée (2 fois 5 minutes) avant d'étre contre-colorés & I'hématoxyline et
déshydratés par bains successifs d'éthanol en concentration croissantes (de 80° &
100°) puis conservés dans du xylene (OTTIX-Plus) pour éfre montés entre lame et

lamelle dans un milieu hydrophobe (Pertex).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Excel (Microsoft) par des
tests non paramétriques d'analyse de variance (ANOVA). Une variable de
probabilité p inferieure a 5% permettait de conclure a une différence significative

des variances testées deux a deux.
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RESULTATS

Effet pro-tumoral du TA sur le développement de

I'ostéosarcome

Les tumeurs induites par I'injection de cellules HOS dans des souris nudes et ayant
recu une injection de TA développées par Pierre Perrot (figure 28) ont été analysées

par RT-PCR et par histologie.

L'expression génique des tumeurs ayant recu une injection de PBS et de TA a été
comparée par RT-PCR (figure 30), mais seulement & un temps tardif de
développement de la tumeur (47 jours post-induction tumorale). Parmi les 3 genes
impliqués dans la différenciation adipocytaire (PPARG, LPL, FABP4) et les 8 génes
impliqués dans la différenciation ostéoblastique-chondrocytaire (OPG, DKKI,
COLIAT, SOX9, RUNX2, ALP, IBSP et RANKL), seule I'expression de FABP4 était semblait
différente entre les 2 groupes de tumeurs montrant une expression 9 fois plus faible
dans les tumeurs injectées par du TA que dans celles injectées par du PBS.
L’expression des genes RUNX2 et OPG était seulement legerement modifiees dans les
tumeurs injectées par du TA (x 0,5 et x 2,4 respectivement). Ces résultats n'ont pas
montré que l'injection de TA induisait des changements majeurs du niveau de
difféerenciation dans les cellules HOS de la tumeur, méme si la croissance locale des
tumeurs HOS injectées en TA était supérieure a celle des tumeurs injectées avec du
PBS.

L'expression de genes impliqués dans la promotion de la tumorigenese (MYC, MMP2,
MMP13, VEGFA, CXCLI12 et POUSF1) était similaire entre les fumeurs des 2 groupes, &
I’'exception des genes MMP13 et CXCLI12 dont I'expression était faiblement modifiée
dans les tumeurs injectées par du TA par rapport aux tumeurs injectées par du PBS (x
1,84 et x 0,16 respectivement). Ces résultats concordaient avec les observations
réalisées préalablement sur l'incidence métastatique et les parametres de

remodelage osseux qui n'étaient pas modifiés entre les 2 groupes de tumeurs.
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Figure 30 : Analyse du phénotype de tumeurs injectées avec du PBS ou du TA.

Graphique montrant le rapport de I'expression génique relative entre des tumeurs HOS injectées avec du PBS et
des tumeurs HOS injectées avec du TA. Les ARN des tumeurs de 3 souris de chaque groupe ont été rassemblés et
I'expérience a été renouvelée 3 fois. L'expression des génes d'intérét est relative a celle de génes références
(GAPDH et ACTB) et est observée par PCR en temps réel.

Des colorations Oil Red O réalisées précédemment avaient permis la détection de
vacuoles lipidiques au sein des tumeurs injectées avec du TA pouvant s'agir
d’adipocytes humains résiduels (figure 31A). Des marquages immuno-histochimiques
ciblant la protéine humaine Ki-67 exprimée uniquement par des cellules en
prolifération ont été réalisés sur des coupes de tumeurs HOS qui ont été récupérées
soit O des temps précoces soit & des temps tardifs aprés avoir recu une injection de

PBS ou de TA (10 et 47 jours respectivement).

Les marquages réalisés 10 jours apres injection de TA montraient environ 40% de
cellules positives pour la détection de Ki-67 (Ki-67*) dans le groupe injectée par du
PBS figure 31B). Dans le groupe injecté par du TA, dans le stroma tumoral, 37% des
cellules étaient Ki-67*, tandis qu'a proximité des vacuoles lipidiques, la part de
cellules Ki-67* s'élevait a 45%. Lorsque les marquages étaient réalisés sur des coupes
de fumeurs 47 jours apres l'injection, la part de cellules Ki-67* dans les tumeurs

injectées par du PBS était légerement diminué (37%).
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Figure 31 : Détection in vivo de composants du TA injecté et influence sur la prolifération de
cellules tumorales.

Des analyses histologiques ont été réalisées sur des coupes de tumeurs HOS ayant regu une injection de PBS
(HOS + PBS) ou de TA (HOS + TA). A- Images de coloration des lipides par Oil Red O. Les lipides apparaissent en
rouge et les noyaux cellulaires sont colorés en bleu. Certaines zones de la tumeur étaient dépourvues de noyaux,
correspondant a des plages de nécroses (n). Des vacuoles de dimensions variables sont observables, les plus
grosses au contact de noyaux permettant l'identification d'adipocytes (ad). B- Images de marquage immuno-
histochimique de la protéine Ki-67 humaine sur des tumeurs 10 et 47 jours aprés qu'elles aient regu leur
injection (J 10 et J 47 respectivement). Le comptage des noyaux positifs pour la détection de la protéine a été
réalisé sur 6 plages pour chaque condition et est exprimé en % du nombre total de noyaux. Les images
présentées sont représentatives de la valeur moyenne.

Dans le groupe ayant recu une injection de TA, le stroma tumoral comptait une part
de cellules Ki-67* en hausse (46%), tandis que les vacuoles lipidiques étaient situées

dans des zones de nécrose (0% de cellules Ki-67*) ne comprenant plus que des

57



Partie | Résultats _

noyaux cellulaires pycnotiques, sombres et compacts. Le TA aurait accéléré la
croissance des cellules tumorales jusqu’'a se retrouver dans des zones nécrotiques de
la fumeur. L'impact des composants du TA aurait donc eu lieu rapidement suite &

son injection.

Prolifération de cellules d’ostéosarcome accélérée par

les facteurs solubles du tissu adipeux

Pour évaluer I'impact des facteurs solubles produits par le Tissu Adipeux (TA) sur la
croissance des cellules d’ostéosarcome, des prélevements de TA (figure 32A) ont été
placés dans des inserts de culture & pores de 3 um au-dessus de puits contenant du
milieu aMEM standard sans facteur de croissance (figure 32B). Apres 24 h, le milieu

ainsi récupéré est appelé Milieu Conditionné de TA (MCTA) et peut étre ajouté a des

cellules en culture.

prélevement de Milieu Conditionné de TA
Tissu Adipeux (TA) = MCTA = facteurs solubles

milieu de
culture standard
oaMEM 0% SVF

Figure 32 : Obtention des MCTA.

A- Le TA sous-cutané destiné a une greffe est prélevé par lipoaspiration au sein du département de chirurgie
plastique du CHU de Nantes. Le prélévement est débarrassé de sa phase huileuse et de sa fraction sanguine puis
est réparti dans des inserts de culture a pores de 3 um. B- Les inserts sont placés dans des puits de culture
contenant du milieu aMEM standard, sans facteurs de croissance. Aprés 24 h d'incubation, les inserts sont
enlevés, et le milieu est récupéré, constituant le Milieu Conditionné.
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La prolifération des cellules d'ostéosarcome a été observée lorsqu’elles étaient
cultivées en présence de MCTA et aprés qu’'elles aient été cultivées sans facteur de
croissance pendant 12 heures. Des comptages ont été réalisés indiquant que la part
de cellules mortes ne variait pas en présence de MCTA mais que le nombre de
cellules vivantes augmentait fortement suite a I'ajout de MCTA par rapport a des
cellules cultivées sans MCTA. Pour évaluer plus précisément la croissance des cellules,
des tests mesurant I'activité mitochondriale -et témoignant donc de la prolifération

cellulaire- ont été employés.

Etude de I'activité mitochondriale

Des tests de prolifération ont donc été réalisés sur des cellules de lignées humaines
d'ostéosarcome HOS, MG-63 et Saos-2 (figure 33). Du milieu standard supplémenté
en SVF était utilisé en guise de contréle positif pour I'activation de la prolifération et
induisait une hausse de la prolifération de 40 a 70% (respectivement pour les cellules

HOS et MG-63) par rapport a du milieu standard (condition CT, sans facteurs de

croissance).
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Figure 33 : Prolifération de cellules d'ostéosarcome en présence de MCTA.

Graphiques représentant la prolifération des cellules de 3 lignées humaines d'ostéosarcome (HOS, MG-63 et
Saos2). La prolifération est évaluée par analyse de I'activité mitochondriale, observée par test WST-1. Les
cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF ou milieux conditionnés de TA n°1 a 3
provenant de 3 donneurs) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) et aprés avoir été cultivées une
nuit dans du milieu sans facteurs de croissance. Les résultats sont exprimés en % de la valeur CT et sont
représentatifs de 30 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Des MC de TA provenant de différents donneurs ont été ajoutés aux cellules en

culture, 3 sont présentés dans la figure 19 mais 21donneurs différents ont été testés
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sur les cellules d'ostéosarcome et ont présenté des résultats similaires. Dans les 3
lignées en présence de MCTA dilué au % dans du milieu standard, la prolifération
cellulaire était augmentée d’'au moins 70% par rapport a la valeur contréle. Les
facteurs solubles du tissu adipeux avaient donc un effet pro-prolifératif marqué sur
les cellules d'ostéosarcome qui était similaire voire supérieur a I'effet pro-prolifératif

des facteurs de croissance de SVF.

Observation du cycle cellulaire

Afin de mieux caractériser cet effet pro-prolifératif des MCTA, des expériences
d'analyse de la répartition des cellules HOS dans les différentes phases du cycle
cellulaire ont été réalisées (figure 34). La quantité d’ADN dans les cellules HOS était
visualisée grce au marquage de I'ADN par un intercalant fluorescent : I'iodure de
propidium et pouvait témoigner de la phase du cycle cellulaire dans laquelle

chaqgue cellule était engagée.

En condition contréle, c’est-a-dire en absence de SVF (CT, figure 34A), les cellules
HOS étaient majoritairement en phase Go/G1 (51%) et en phase S de réplication de
I’ADN (41%) et seulement 8% des cellules étaient en phase de préparation ¢ la
mitose G2/M. L'ajout de SVF (figure 34B) provoquait une augmentation de la part de
cellules en phase de préparation a la mitose G2/M (+ 21%), un maintien du nombre
de cellules en phase de réplication S et une diminution du nombre de cellules en
phase Go/G1 (- 19%). La présence de MCTA (figure 34C) avait pour effet un maintien
du nombre de cellules en phase Go/G: par rapport a la condifion CT, une hausse de
la part de cellules en phase G2/M (+ 20%) accompagnée d'une baisse de la part de
cellules en phase de réplication (- 22%). Ces résultats pourraient indiquer que le
MCTA permettait une progression plus rapide du cycle cellulaire que le SVF, avec des

cellules HOS qui reviendraient progressivement en phase d'initiation Go/G1.
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Figure 34 : Cycle cellulaire de cellules HOS en présence de MCTA.

Graphiques représentant la quantité d'ADN par cellule, observée par cytométrie en flux grdce au marquage de
I'ADN a I'iodure de propidium. Les cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF, B ; ou
MCTtA, C) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT, A). Les % indiquent la part de cellules dans
chacune des différentes phases du cycle cellulaire. Ces résultats sont représentatifs de 12 expériences

Analyse des protéines de réqulation du cycle cellulgire

Pour observer I'impact des facteurs solubles du TA sur les protéines régulatrices du
cycle cellulaire, le niveau d’expression et de phosphorylation de protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire a été observé par Western Blot
(figure 35).
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Parmi les régulateurs du cycle cellulaire, la protéine Rb blogque I'entrée en phase de
réplication S et son action est bloguée par phosphorylation notamment sur les
Sérines 795 (S795; Connell-Crowley et al., 1997) et 807/811 (S807/811 ; Knudsen and
Wang, 1996). Dans les cellules HOS, les formes totale et phosphorylée sur S807/811 de
la protéine Rb n'étaient pas modifiées par la présence de SVF ni de MCTA par
rapport a des cellules HOS cultivées sans facteurs de croissance (CT). En revanche,
I'ajout de MCTA avait pour effet de réduire la phosphorylation de la protéine Rb sur
le résidu sérine 795, indiquant un blocage du passage en phase S, ce qui pourrait

expliquer la part importante de cellules HOS en phase Go/Gi1 en présence de MCTA..
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Figure 35 : Impact du MCTa sur les protéines du cycle cellulaire des cellules HOS.
Images de détection par Western Blot de formes totales et phosphorylées de protéines régulatrices du cycle
cellulaire. Les cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF ou MCTA) dilué dans du
milieu sans facteurs de croissance (CT). La détection de la vimentine permet de vérifier le chargement d'une
quantité homogéne de protéines entre les différents puits.

La protéine cdc2 est impliquée dans le contréle de I'entrée en mitose et I'inhibition
de son activité par phosphorylation sur Tyrosine 15 (Y15) témoigne d'un blocage des
cellules en phase G2 (Wells et al., 1999). Dans les cellules HOS le niveau de
phosphorylation de cdc?2 sur Y15 en conditions CT n’était pas réduit par I'ajout de
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SVF. En revanche, la culture en présence de MCTA avait pour effet de baisser le
niveau de phosphorylation en Y15 de la protéine cdc2, ce qui pourrait accélérer le
passage des cellules en G2/M expliquant la part moins importante de cellules HOS

en phase S et plus importante en G2/M en présence de MCTA.

Enfin, la culture des cellules HOS en présence de SVF ou de MCTA favorisait la hausse
de I'expression de la protéine cdcé impliquée directement dans l'initiation de la

réplication (Borlado and Méndez, 2008).

Les facteurs solubles du tissu adipeux auraient donc un effet facilitateur de I'initiation
de la réplication (par I'expression de cdcé) ainsi que de I'entrée en mitose (par
baisse de la phosphorylation de cdc?2) dans les cellules HOS. En revanche le MCTA
sembilait avoir pour effet de bloquer les cellules HOS en phase Gi en activant la

protéine Rb.

Modélisation de la quiescence in vitro et impact du MCTA

La récidive d'un ostéosarcome observée dans le cas clinique rapporté par notre
laboratoire (Perrot et al., 2010) pouvait s’expliquer par la sortie de quiescence et la
réactivation du cycle de prolifération de cellules tumorales résiduelles présentant
des propriétés de Cellules Souches Cancéreuses (CSC). Ces cellules auraient résisté
aux molécules de chimiothérapie successivement utilisées, elles seraient restées
quiescentes durant la longue période qui a suivi le fraitement et seraient sorties de
leur quiescence suite au fransfert autologue de tissu adipeux. Les CSC en se divisant
de facon asymétrique auraient alors pu donner naissance a des cellules tumorales
différenciées constituant le stroma d’'une nouvelle tumeur et présentant les mémes

caractéristiques que la premiere tumeur (ostéosarcome télangiectasique).

Pour observer les interactions des facteurs solubles produits par le TA avec des
cellules d'ostéosarcome en quiescence, un modeéle de quiescence cellulaire in vitro

a d’'abord dU étre mis en place.

63



Partie | Résultats _

Caractérisation des cellules HOS cultivées en oncospheres

Les cellules HOS ensemencées en milieu supplémenté en méthylcellulose et en
conditions de perte d’adhérence restaient isolées en suspension (figure 36). A partir
de 3 jours de culture, des spheres de plusieurs cellules étaient nettement
identifiables, leur diametfre augmentant progressivement jusqu’au 10eme jour. Au
12éme jour de culture, les spheres se dissociaient et le milieu présentait de nombreux

débris cellulaires.

2-D 3-DJ1 3-DJ3

Figure 36 : Photographies de cellules HOS cultivées en conditions d'adhérence ou en
oncosphéres.

Les cellules HOS ont été photographiées en conditions normales d'adhérence au plastique (2-D) ou cultivées en
conditions de perte d'adhérence (3-D) aprés 1 a 12 jours de culture (J1 a J12).

Le niveau d’'expression de genes marqueurs des CSC dans les cellules HOS cultivées
3 jours en oncosphéres (3-D) a été comparé a celle de cellules HOS cultivées en
conditions d'adhérence (2-D) par RT-PCR en temps réel (figure 37). La culture en
oncospheres provoquait une hausse de I'expression de genes marqueurs de cellules
souches POUSFI, SOX2 et NANOG par rapport & des cellules HOS cultivées en 2-D (x
320, x 56 et x10 respectivement). Cette hausse de marqueurs de cellules souches
était inversement corrélée avec une baisse de I'expression de marqueurs de la
différenciation précoce dans la voie ostéoblastique (RUNX2; x 0,2) et
chondrocytaire (SOX9; x 0,4). L'expression de marqueurs précoces de la
différenciation adipocytaire, PPARG et FABP4, était augmentée par la culture en

oncospheres (x 1,7 et x 2,4 respectivement). Enfin I'expression du gene MYC,
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marqueur de la prolifération,

resutots M

était diminuée dans les cellules HOS cultivées en

oncospheres (x 0,1). La culture en oncosphéres favorisait I'expression par les cellules

HOS de marqueurs de CSC, tout en réduisant I'expression de marqueurs de

différenciation et de la prolifération.
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Figure 37 : Influence de la culture en oncosphéres sur I'expression génique de cellules HOS.
Graphique représentant |'expression génique des cellules HOS cultivées en oncospheres (3-D) relative a celle de
cellules cultivées en conditions d'adhérence (2-D). Les résultats exprimés sont des moyennes de 3 valeurs et

représentent 13 expériences. Les barres représentent les écart-types.

Effet du MCTA sur le phénotype des cellules HOS en oncospheres

Du Milieu Conditionné par le Tissu Adipeux (MCTA) a été ajouté aux cellules HOS

apres 3 jours de culture en oncosphéres. Dans ces conditions, I'expression des genes
marqueurs de CSC POUSFI, SOX2 et NANOG était diminuée par I'ajout de MCTA (x

0.2, 0,3 et x 0,5 respectivement ; figure 38). Le niveau d’'expression des genes RUNX2

et SOX9, marqueurs précoces de différenciation ostéoblastique-chondrocytaire était

augmenté (x 3,6 et x 2,3 respectivement) tandis que I'expression des marqueurs de
la différenciation adipocytaire PPARG et FABP4 était réduite (x 0,9 et x 04

respectivement). En revanche, I'expression du géne MYC n'était pas modifiée par

I'ajout de MCTA. Les facteurs solubles du TA semblaient donc modifier le phénotype

des cellules HOS cultivées en oncospheéres en réduisant leurs caractéristiques de CSC

(réduction de I'expression de marqueurs souches et hausse de I'expression de

marqueurs de différenciation) sans pour autant restaurer I'expression de marqueurs

de prolifération.
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Figure 38 : Influence du MCTA sur I'expression génique de cellules HOS en oncosphéres.

Graphique représentant I'expression génique des cellules HOS cultivées en oncosphéres en présence de MCTA
(MCtA) relative a celle de cellules cultivées en oncospheres sans facteurs de croissance (CT). Les résultats
exprimeés sont des moyennes de 3 valeurs et représentent 9 expériences. Les barres représentent les écart-types.

Du MCTA a été ajouté a des cellules HOS lors de leur ensemencement en conditions
de perte d'adhérence pour observer si la présence des facteurs solubles pouvait
favoriser la formation de spheres. Les spheres de plus de 50 um de diametre étaient
dénombrées sur 3 champs de culture et la valeur de comptage était rapportée au

nombre de spheres par cm? (figure 39).
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Figure 39 : Influence du MCTA sur la formation d'oncosphéres par les cellules HOS.

Graphique représentant I'évolution du nombre de spheres formées par des cellules HOS ensemencées en
conditions de perte d'adhérence sans facteurs de croissance (CT) ou en présence de MCTA et cultivées pendant
10 jours. Les sphéres de plus de 50 um de diamétre ont été comptées sur 7 champs de 40 mm? et la valeur de
comptage a été rapportée au nombre de sphéres par cm?.
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Les comptages ont montré une augmentation progressive du nombre de spheres
d’'au moins 50 ym (de 300 a 400 spheres/cm? en 9 jours) lorsque les cellules HOS
étaient cultivées sans facteurs de croissance (CT). L'évolution du nombre de spheres
HOS en présence de MCTA n'était pas différente de celle observée dans la condition
CT.

Evaluation de la quiescence et impact du MCTa

La protéine Ki-67 n'étant présente qu’'au sein de cellules en cycle de prolifération,
des cellules négatives pour la détection de la protéine Ki-67 (Ki-67-) pouvaient donc
éfre considérées comme quiescentes car hors du cycle cellulaire (Go). La protéine Ki-
67 a été détectée dans les cellules HOS par un anficorps spécifique couplé a du
FITC. En parallele, I' ADN a été marqué par de I'iodure de propidium pour distinguer
les cellules en cours de réplication (phase S) ou de préparation & la mitose (G2/M)

parmi celles positives pour la détection de la protéine Ki-67 (Ki-67+).

Des expériences de cytométrie en flux sur des cellules HOS cultivées en conditions
d'adhérence (2-D; figure 40A) montraient une faible proportion de cellules Ki-67-
(4%). Parmi les cellules en prolifération, 28% étaient engagées dans les phases
S/G2/M du cycle cellulaire. Lorsque les cellules étaient cultivées en oncospheéres (3-
D ; figure 40B), la part de cellules quiescentes (Ki-67-) augmentait fortement (+ 26%)
par rapport aux cellules en 2-D. De plus les cellules étaient moins engagées dans les
phases du cycle S/G2/M (-15%).

Lorsque les cellules HOS en 3-D étaient cultivées en présence de SVF (figure 40C), la
part de cellules quiescentes était diminuée (- 11%) par rapport a des cellules en 3-D
cultivées sans facteurs de croissance (condition CT). En revanche, I'ajout de MCTA
(figure 40D) ne réduisait pas la part de cellules HOS quiescentes (+ 8%). Dans ces 2
conditions de culture, la proportion de cellules HOS dans les phases S/G2/M n'était
pas modifiée par rapport a des cellules HOS cultivées en conditions CT (environ 13%

dans les 3 conditions).
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Figure 40 : Observation de la quiescence de cellules HOS en sphéres et effet de I'ajout de
MCrA.

Graphiques représentant la répartition des cellules HOS en fonction de leur niveau d'expression de la protéine
Ki-67 et de leur quantité d'ADN. A- Les cellules HOS étaient cultivées en conditions d'adhérence (2-D). B- Les
cellules HOS étaient cultivées pendant 3 jours en conditions de perte d'adhérence sans facteurs de croissance (3-
D) pour induire la formation d'oncospheéres. Une fois en oncospheéres, les cellules HOS étaient traitées pendant
48 h avec du SVF (C) ou du MCT1A (D) dilués dans du milieu sans facteurs de croissance. Les graphiques sont
représentatifs de 9 expériences.

La culture en oncospheres des cellules HOS favorisait donc bien leur entrée en
quiescence (pres de 30% des cellules Ki-67-). Cependant, dans ces conditions de
culture, les facteurs solubles du TA ne semblaient pas favoriser la sorfie de

quiescence des cellules HOS.

Des mesures du diameétre des oncospheéres n'ont pas montré d'influence du MCTA
sur la taille moyenne des spheres formées par les cellules HOS en conditions de perte
d’'adhérence (figure 41C). Des expériences de marquages de la protéine Ki-67 par

immuno-histochimie ont été réalisées sur des cellules HOS cultivées en oncosphéres
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(figures 41A et 41B). Le marquage de la protéine Ki-67 indiquait que la part de
cellules HOS en prolifération dans les oncosphéres était similaire (36 a 38% de cellules
Ki-67*) entre des cellules cultivées en présence de MCTA ou sans facteurs de
croissance (condition CT; figure 41D). Ces résultats confirmaient I'absence d’effet
des facteurs solubles du Tissu Adipeux sur la sortie de quiescence des cellules

d'ostéosarcome HOS.
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Figure 41 : Observation de la prolifération de cellules HOS cultivées en oncosphéres.

Les cellules HOS ont été cultivées en conditions de perte d'adhérence pendant 3 jours sans facteurs de
croissance, puis ont été maintenues pendant 48 h dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) ou traitées
pendant 48 h avec du MCTA (MCTA). A- Images d'un marquage immuno-histochimique de la protéine Ki-67 sur
des cellules HOS en conditions CT ou MCTA. B- Graphique représentant le % de cellules HOS positives pour la
détection de la protéine Ki-67. Les résultats sont une moyenne de 6 comptages sur plus de 2500 cellules chacun.
Les barres représentent les écart-types. C- Graphique représentant le diamétre moyen des sphéres formées par
les cellules HOS en conditions CT et MCTA. La moyenne est établie sur 90 mesures pour chaque condition. Les
barres représentent les écart-types.

Impact de la culture en oncospheres sur la reprise de la prolifération

Des cellules HOS cultivées en oncosphéres (3-D) ont été remises en culture dans des
conditions d'adhérence. Au bout de 24 heures, les spheres s'étaient dissociées et les

cellules adhéraient au plastique (figure 42A).

Des tests de prolifération (figure 42B) ont été réalisés sur ces cellules issues de culture

en oncosphéres sans facteurs de croissance (3-D CT) ou en présence de facteurs
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solubles du TA (3-D + MCTA) en comparaison avec des cellules HOS cultivées
uniguement dans des conditions d'adhérence (2-D CT). Les cellules cultivées
uniguement en 2-D montraient une prolifération augmentée de 30% en présence de
SVF et de 20% en présence de MCTA. Lorsque les cellules avaient été cultivées en
oncospheres (condition 3-D CT), le SVF augmentait leur prolifération de 80% et le
MCTA de 30%. Dans le cas de cellules HOS cultivées en oncospheres ef en présence
de MCTA (conditions 3-D + MCTA), le SVF augmentait la prolifération de 35% et le
MCTA de 55%.
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Figure 42 : Prolifération de cellules HOS apreés une période de quiescence.

Les cellules HOS ont été cultivées en conditions de perte d'adhérence pendant 3 jours sans facteurs de
croissance (3-D Ctrl) ou en présence de MCTA (3-D + MCTA). Les oncosphéres ont été récupérées pour étre
remises en culture en conditions d'adhérence et en milieu supplémenté en SVF. A- Image des cellules HOS 24 h
apres la remise en conditions d'adhérence. B- Graphique représentant la prolifération des cellules HOS standard
(2-D Ctrl) ou remises en conditions d'adhérence aprés avoir été cultivées en oncosphéres (3-D Ctrl et 3-D +
MCTA). La prolifération est évaluée par analyse de Il'activité mitochondriale, observée par test WST-1. Les
cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF ou MCTA) dilué dans du milieu sans
facteurs de croissance (CT). Les résultats sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 3
manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Ces observations semblaient indiquer que les facteurs solubles du Tissu Adipeux
avaient un effet plus fort sur la prolifération de cellules d'ostéosarcome lorsque

celles-ci étaient sorties d'une phase de quiescence.
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Identification des facteurs solubles responsables de I'effet

pro-prolifératif du MCrtA

Dosage des Milieux Conditionnés par le TA et les cellules HOS

L'effet observé du Milieu Conditionné de Tissu Adipeux (MCTA) sur la croissance des
cellules d'ostéosarcome pouvait représenter I'action paracrine exercée par le TA sur
les cellules de la tumeur en développement. Nous avons donc cherché a identifier
une molécule soluble présente dans le MCTA et impliquée dans cet effet paracrine

(facteur de croissance ou cytokine).

Pour écarter I'implication de molécules pouvant étre responsables d'un effet
autocrine des cellules d'ostéosarcome sur leur propre prolifération, le Milieu
Conditionné de cellules HOS (MC-HOS) était récupéré sur des cellules a 80% de
confluence apres 24 h de culture dans un milieu standard sans facteur de

croissance.

Le dosage du MC-HOS et du MCTA a été réalisé en utilisant la technologie multiplex
afin de cibler la concentration en 31 cytokines (figure 43). Les cytokines retrouvees
en fortes concentrations dans le MCTA mais pas dans le surnageant des cellules
d'ostéosarcome ont plus particulierement été recherchées afin d'écarter des
molécules pouvant étre impliquées dans un effet autocrine des HOS. Seules la
leptine et I'interleukine-6 (IL-6) remplissaient ces conditions. La leptine n’était pas
détectée dans le MC des cellules d'ostéosarcome alors que présente a pres de 800
pg/mL dans le MCTA. De fortes concentrations en IL-6 ont été dosées dans le MCTA
(500 pg/mL) alors que I'lL-6 était retrouvée en faibles concentrations dans le MC-HOS
(5 pg/mL).Un effet pro-tumoral de I'lL-6 et de la leptine sur des cellules
d’ostéosarcome en culture avait été suggéré par 2 autres études préalables (Bian et
al., 2010; Burguera et al., 2006) et nous a donc incités a étudier I'implication de ces

deux cytokines dans I'effet pro-proliferatif du MCTA sur les cellules d’ostéosarcome.
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Figure 43 : Dosage multiplex du MCTA.
Graphique représentant la concentration en 31 cytokines dosée dans le MCTA et dans le MC-HOS. Les résultats
sont une moyenne de MC de TA provenant de 3 donneurs différent. * : non détecté..

Cytokines et voies de signalisation impliguées dans [|'effet pro-prolifératif du
MCTA

Pour évaluer si cet effet était véhiculé par I'lL-6, un anticorps dirigé contre la sous-
unité gp130 commune a tous les recepteurs de la famille de I'lL-6 a été utilisé. Ces
conditions de blocage de la signalisation de I'lL-6 avait été validées précédemment
dans notre unité (David et al., 2012). Un test de prolifération a montré que le
blocage de la signalisation de I'lL-6 n'avait pas d'impact sur I'effet pro-prolifératif

des facteurs solubles produits par le tissu adipeux sur les cellules HOS (figure 44A).

Un Western Blot effectué sur des cellules HOS a montré que la leptine pouvait activer
la phosphorylation des facteurs de transduction STAT3 et 5 (respectivement sur les
tyrosines 705 et 694 ; figure 44B), ce qui indiquait que les cellules HOS exprimaient un
récepteur a la leptine fonctionnel. De la leptine recombinante a ensuite été ajoutée
a des cellules HOS dans un tfest d'activité mitochondriale, mais aucune des deux
doses testées (50 et 100 ng/mL) n’induisait de hausse de la prolifération (figure 44C).
Du MCTA avait été utilisé comme contrble de I'activation de la prolifération. Ces
expériences ont montré que la leptine n'était pas impliquée dans I'effet pro-

prolifératif du MCTA sur les cellules HOS.
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Figure 44 : Implication de I'lL-6 et de la leptine dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les
cellules HOS.

Les cellules HOS ont été cultivées en présence du traitement indiqué (SVF, leptine ou MCTA) dilué dans du milieu
sans facteurs de croissance (CT). A- Graphique représentant la prolifération de cellules HOS cultivées 24 h en
milieu CT ou avec du MCTA et supplémentées en anticorps anti-isotype de XX ou anti-gp130 (concentration de
XX). B- Images de détection par Western Blot des formes phosphorylées des protéines STAT3 et STAT5. La
détection de l'actine-8 permet de vérifier le chargement d'une quantité homogene de protéines entre les
différents puits. C- Graphique représentant la prolifération de cellules HOS cultivées 24 h en présence du
traitement indiqué (MCta ou leptine). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont
représentatifs de 3 manipulations (A, C). Les barres représentent les écart-types.

Voies de signalisation impliguées dans I'effet du MCTA

Les résultats précédents nous ont amenés a s'intéresser aux voies de signalisation
impliquées dans I'effet du MCTA sur la prolifération des cellules d'ostéosarcome.
Ainsi, un Western Blot a permis d'observer que le MCTA pouvait activer la
phosphorylation des protéines STAT3 et 5, dés 15 minutes pour STAT3 et apres 30
minutes pour STAT5S (figure 44B). Pour tester si I'effet du MCTA sur la prolifération des
cellules HOS faisait intervenir les protéines STAT, un inhibiteur chimique (I'AG490) a
été ajouté aux cellules cultiveées en présence de MCTA ou de SVF. Le test de
prolifération a montré que le blocage de la voie des STAT ne bloquait pas I'effet du

MCTA sur la prolifération (figure 45).
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Figure 45 : Implication de la voie de signalisation STAT dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur
les cellules HOS.

Graphique représentant la prolifération de cellules HOS cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF
ou MCTA) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) et supplémenté en AG490. Les résultats des
graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 13 manipulations. Les barres
représentent les écart-types.

Un Western Blot s'intéressant a la cinétique de phosphorylation de deux MAPK (P38
et ERK1/2) dans les cellules HOS (figure 46A) a monfré que le MCTA activait
faiblement et transitoirement la phosphorylation de P38 (sur thréonine 180 et tyrosine
182, seulement & 10 minutes de traitement) & I'inverse du SVF (phosphorylation
soutenue des 10 minutes de traitement). Dans le cas de la protéine ERK1/2, le niveau
de phosphorylation atteint par I'ajout de MCTA a 10 minutes, puis a 60 et 120 minutes

de traitement dépassait celui atteint par I'ajout de SVF aux mémes temps.

Lorsqu’un inhibiteur chimique de la phosphorylation de ERK1/2, I'UO126, était ajouté
aux cellules HOS cultivées en présence ou non de SVF ou de MCTA, la prolifération
diminuait de maniere dose-dépendante (figure 46B). Cependant, a 5 uM d’UO126,
la baisse de la prolifération induite par le MCTA atteignait -20%, contre -10% en
condition contréle (CT), et avec 10 uM d’inhibiteur cette baisse atteignait -50% en
présence de MCTA contre -30% en condition CT. Ces résultats indiquaient que I'effet
pro-prolifératif du MCTA sur les cellules HOS faisait -au moins en partie- intervenir la

voie de signalisation de ERK1/2.
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Figure 46 : Implication des MAPK dans I'effet pro-prolifératif du MCTa sur les cellules HOS.

Les cellules HOS ont été cultivées en présence du traitement indiqué (SVF ou MCTA) dilué dans du milieu sans
facteurs de croissance (CT). A- Images de détection par Western Blot des formes phosphorylées des protéines
ERK1/2 et P38. La détection de l'actine-B permet de vérifier le chargement d'une quantité homogene de
protéines entre les différents puits. B- Graphique représentant la prolifération de cellules HOS cultivées 24 h en
présence du traitement indiqué (SVF ou MCTA) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) et
supplémenté en UO126. Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs
de 13 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Implication de petits médiateurs lipidiques solubles : fractionnement du MCTA

Des molécules lipidiques produites par le TA, notamment les adipocytes, peuvent
étre retrouvées solubilisées dans le MCTA. Parmi ces molécules, |'acide
lysophosphatidique (LPA). Avant le début de ces fravaux et en collaboration avec
Jean-Sébastien Saulnier-Blache de I'Unité INSERM U1048 & Toulouse, un dosage du
LPA avait été réalisé dans les MCTA ainsi que dans les MC-HOS. Les quantités faibles
mais non-négligeables de LPA retrouvées dans tous les milieux dosés indiquaient que

les cellules HOS et le TA en produisaient.

Dans un premier temps, du LPA seul ou associé a de I'albumine sans acides gras
(Fatty Acid-Free Albumin, FAFA), a été ajouté a des cellules HOS en culture dans un
test de prolifération (figure 47A). Pour les 2 concentrations testées (5 et 20 uM), le LPA
seul était capable d'augmenter la prolifération des cellules HOS d’environ 25%.
L'ajout de FAFA au milieu de culture sans facteurs de croissance (CT) provoquait une
augmentation de la prolifération des HOS de plus 50%. L'ajout de LPA au FAFA

n'induisait pas d’augmentation supplémentaire de la proliféeration des HOS.

L'implication du LPA dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les HOS a donc été
envisagée dans un test de prolifération par ['utilisation d'un antagoniste du

récepteur au LPA : le Ki16425 (figure 47B). L'ajout du Ki16425 n’avait pas d'impact sur
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la prolifération induite par le SVF (environ 130% de la valeur CT). Parmi les 3 MCTA
testés, le blocage du récepteur au LPA ne baissait la prolifération que pou I'un
d’enfre eux (MCTA n°3 : de 145% a 114%). Ces résultats semblaient indiquer un effet
variable du LPA sur la prolifération des cellules HOS. Cependant, cet effet pro-

prolifératif n'a pas pu étre rapproché de la concentration en LPA.
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Figure 47 : Implication du LPA dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les cellules HOS.
Graphiques représentant la prolifération des cellules HOS cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (LPA,
SVF ou MCTA) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Le milieu de culture est seul ou supplémenté
par (A) 250 ug/mL d’Albumine sans acides gras (Fatty Acid-Free Albumin, FAFA) (A) ou par (B) 20 uM de
Ki16425, inhibiteur des récepteurs au LPA. La prolifération des cellules HOS est évaluée par analyse de |'activité
mitochondriale, observée par test WST-1. Les résultats sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs
de 3 (A) et 4 (B) manipulations. Les barres représentent les écart-types. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,005.

L'implication d’'acides gras libres dans un effet pro-tumoral induit par des CSM sur
des cellules tumorales (Roodhart et al., 2011) nous a incités a nous intéresser aux
composants de faible poids moléculaire du MCTA, pouvant contenir de tels
médiateurs lipidiques solubles. Du MCTA a donc été séparé en 3 fractions selon le
poids moléculaire de ses constituants : moins de 3 kDa, de 3 a 50 kDa et plus de 50
kDa. Chacune de ces fractions a été ajoutée a des cellules de 3 lignées humaines
d'ostéosarcome (HOS, MG-63 et Saos-2), et I'effet sur la prolifération cellulaire,
observé par mesure de |'activité mitochondriale, a été comparé a I'effet du MCTA

complet (figure 48).
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Figure 48 : Effet du MCTA fractionné en fonction du poids moléculaire sur la prolifération des
cellules d'ostéosarcome.

Graphiques représentant la prolifération des cellules c'ostéosarcome en présence de MCTA fractionné.

Du MCTA a été fractionné en 3 parties en fonction du poids moléculaire de ses composants. Les cellules HOS,
MG-63 et Saos-2 ont été cultivées 24 h en présence du MCTA total et de ses différentes fractions, dilués dans du
milieu sans facteurs de croissance (CT). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont
représentatifs de 11 manipulations. Les barres représentent les écart-types

Le MCTA total induisait une hausse de la prolifération marquée, bien que variable
d'une lignée a I'autre de (145% & 215% la valeur CT). La fraction de MCTA supérieure
a 50 kDa avait elle aussi un impact sur la prolifération cellulaire (de 136 d 212%), alors
que la fraction de poids moléculaire intermédiaire (de 3 a 50 kDa) avait un effet
modeére sur les cellules (165% la valeur CT pour les HOS, mais 122% pour les MG-63 et
90% pour les Saos-2). Enfin, la fraction du MCTA de bas poids moléculaire (moins de 3
kDa) avait un faible effet sur la prolifération cellulaire (116% pour les HOS, 94% pour
les MG-63 et 58% pour les Saos-2). De maniere surprenante, dans les 3 lignées testees,
une seule fraction reproduisait I'effet pro-prolifératif du MCTA complet. Ces résultats
semblaient indiquer que I'effet des facteurs solubles du TA serait véhiculé par des
molécules de haut poids moléculaire (> 50 kDa), excluant les médiateurs lipidiques

tels que I' Acide LysoPhosphatidique (LPA) ou la Sphingosine-1-Phosphate (S1P).
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CONCLUSION

L'effet pro-tumoral du tissu Adipeux (TA) observé in vivo sur |'ostéosarcome a été
caractérisé in vitro. Devant la complexité d'utiliser du TA complet directement sur les
cellules d'ostéosarcome, les facteurs solubles produits par le TA ont été récupérés en
Milieu Conditionné de TA (MCTA).

Le MCTA avait un effet activateur de la prolifération des cellules d'ostéosarcome
HOS, MG-63 et Saos-2. Plus particulierement, le MCTA augmentait la part de cellules

HOS en phases G2/M et Gy du cycle cellulaire.

L'accumulation de cellules en phase G2/M n'était pas liée a un blocage du cycle
cellulaire puisque le MCTA réduisait la phosphorylation de la protéine cdc2 (sur
tyrosine 15). En revanche, le MCTA favorisait la phosphorylation de la protéine Rb (sur
sérine 795), pouvant indiquer un blocage du passage en phase S, ce qui
concorderait avec I'augmentation du nombre de cellules en phase G en présence
de MCTA.

Le ou les facteurs solubles responsables de I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les
cellules d'ostéosarcome n'ont pas pu étre identifiés malgré des dosages des
cytokines et I'utilisation d'inhibiteurs et de protéines recombinantes. En revanche, il a
été observé que I'effet pro-prolifératif du MCTA était véhiculé par des molécules de
haut poids moléculaire (> 50 kDa) et qu'il faisait intervenir la voie de signalisation
ERK1/2.

Pour se rapprocher des conditions de récidive tumorale, un modeéle de culture a été
mis en place permettant I'acquisition de caractéristiques de Cellules Souches
Cancéreuses (CSC) par les cellules d'osteosarcome. Ce modele de culture induisant
la formation de spheres favorisait la quiescence et I'expression génique de

margueurs de CSC.

Dans ces conditions de culture, I'ajout de MCTA avait pour effet d’atténuer
I'expression des marqueurs de CSC mais n'induisaient pas de sortie de quiescence

des cellules d'ostéosarcome.
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Ces résultats indiquent que le TA via ses facteurs solubles, exerce un fort effet
activateur de la prolifération des cellules d'ostéosarcome en croissance. Néanmoins,
dans le cas de cellules d'ostéosarcome en quiescence potentiellement
responsables de récidive tumorale, aucun effet du MCTA sur une reprise de la

prolifération cellulaire n'a pu étre identifié.

Une partie de ces résultats a fait I'objet d'une publication dans la revue de chirurgie

plastique américaine Plastic and Reconsrtuctive Surgery (Article 1 en Annexes).

L'effet du TA entfier, et particulierement de ses facteurs solubles, sur le
développement de l'ostéosarcome a été observé dans cette partie. Or, la
promotion de la croissance tumorale par I'apport de TA peut étre due a I'interaction
des cellules d'ostéosarcome avec un type cellulaire: les Cellules Souches

Mésenchymateuses (CSM).
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INTRODUCTION

Greffes de Tissu Adipeux enrichies en Cellules Souches
Mésenchymateuses

La technique de Greffe de Tissu Adipeux (GTA) utilisée en reconstruction des tissus
mous est parfois rendue peu efficace par une atrophie du tissu adipeux (Longaker et
al., 2014)Une survie variable du TA greffé pourrait dépendre de différents parametres
tels que I'Gge du donneur ou le site de prélevement. Dans leur étude de 2014,
Geissler et al. ont montré une meilleure viabilité des adipocytes pour des patients
plus jeunes (< 45 ans ; Geissler et al., 2014. En revanche, ils n'ont pas mis en évidence
de différence de viabilité entre des adipocytes de TA prélevé dans I'abdomen ou

les flancs.

Une meilleure survie du greffon au cours du temps a été obtenue par
I’enrichissement du TA injecté avec une fraction stromale vasculaire. La technique
chirurgicale de greffe utilisant du TA enrichi en fraction stromale vasculaire est

appelée Cell-Assisted Lipotransfer (CAL, figure 49).

TA TA enrichi
obtenu par lipoaspiration fraction stromale vasculaire préta étre réinjecté

isolement de la
fraction stromale vasculaire
dansla salle d’opération
(=1,5h)

Figure 49 : Schéma du principe de Il'enrichissement en fraction stromale vasculaire du TA
injecté lors d'une greffe.
Adapté de Yoshimura et al., 2007.
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Dans le cas d'une augmentation mammaire, une étude sur 40 patientes montre que
la technique CAL induit moins d'atrophie postopératoire et une meileure
préservation du volume de TA injecté qu'une greffe standard en plus d'une

satisfaction supérieure des patientes (Yoshimura et al., 2008) .

La fraction stromale vasculaire SV est isolée O partir d'une lipoaspiration apres
digestion enzymatique du tissu adipeux (Rodbell, 1964). Elle est caractérisée par une
plus forte concentration en Cellules Souches Mésenchymateuses dérivées du Tissu
Adipeux (CSMTA). En effet, une étude de 2006 a caractériseé les marqueurs
membranaires (Classe de Différenciation, CD) des cellules stromales de cette
fraction, monfrant que ces cellules étaient positives pour les marqueurs CD90 et
CD105 (apres mise en culture) comme des cellules souches. Cependant elles étaient
négatives pour les marqueurs CD31 et CD146 de cellules endothéliales et négatives
pour le marqueur CD45 hématopoietique. Les cellules de la fraction stromale

vasculaire ont donc été identifiées comme des CSMTA.

Dans le cas d'une chirurgie conservatrice suite a un cancer du sein, un essai clinique
en cours portant sur 71 patientes vise  montrer les intéréts de la technique de Greffe
de Tissu Adipeux (GTA) associant la fraction stromale vasculaire (Pérez-Cano et al.,
2012). Les premiers résultats sont satisfaisants, d'une part d'un point de vue
esthétique pour les patientes et les chirurgiens et d'autre part parce qu'aucun cas

de récidive locale n'a été rapporté.

Dans une étude préclinique de 2009, des CSM isolées G partir de prélevement de TA
humain et cultivées sur plastiue ont été co-transplantées avec du TA humain chez
la souris nude en sous-cutané. La présence des CSMTA a permis la survie du TA a 60%
de son volume initial au lieu de 30% sans CSMTA (Lu et al., 2009). L'étude a
également montré que la survie du greffon et sa vascularisation étaient renforcées
lorsque les CSMTA co-fransplantées exprimaient par transduction la protéine pro-

angiogénique VEGF.

En reconstruction faciale, une étude datant de 2010 montre que 7 des 10 patients
qui ont recu une injection de TA seul nécessitent une seconde injection pour obtenir
une reconstruction complete (Sterodimas et al., 2011). Dix autres patients, qui ont
recu une injection de TA enrichi en CSMTA, n'ont pas besoin d'une seconde
injection, méme si 18 mois apres la fin des interventions, le résultat de la

reconstruction est identique entre les 2 groupes de patients.
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Actuellement, un ensemble d'études convergent et montrent I'intérét qu’auraient
les CSMTA dans les greffes de TA pour améliorer la reconstruction fissulaire (Trojahn
Kglle et al., 2012).

Greffes de moelle osseuse et de Cellules Stromales
Mésenchymateuses dans la reconstruction osseuse

Plus de 2 millions de greffes osseuse sont réalisées chaque année dans le monde
pour réparer un défaut osseux (Giannoudis and Pountos, 2005). En chirurgie
orthopédique, la greffe d'os autologue reste privilégiée bien que limitée par le
volume du stock osseux du patient (Pollock et al., 2008). La greffe d'os allogénique
ou I'utilisation de substitut osseux permet de contourner le probleme de quantité de
matériel. La jonction du greffon avec I'os reconstruit et la vascularisation du site
peuvent étre renforcées par I'apport de CSM contenues dans la moelle osseuse

(Hernigou et al., 2014).

Figure 50 : Schéma du principe de l'injection de MO concentrée en reconstruction osseuse.
Extrait de Hernigou et al., 2014.

Dans la greffe d'os allogénique, I'ajout de moelle osseuse concentrée lors de la
reconstruction (pratiqgué comme illustré dans la figure 50) est pratiqué depuis pres de
20 ans par Hernigou et ses collaborateurs (Hernigou and Beaujean, 1997). Une étude
rétrospective menée par cette équipe gridce 4 sa longue expérience, s'est
intéressée a I'application de moelle osseuse concentrée lors de chirurgie

reconstructrice faisant suite a la résection d’une tumeur osseuse primitive (Hernigou
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et al, 2014). Ainsi, ils ont montré que I'ajout de moelle osseuse concentrée,
contenant en moyenne 250 OO0 CSMMO, ne provoquait pas de récidives locales,
précoces ou tardives grice a I'analyse de 92 patient suivis en moyenne durant plus

de 15 ans.

L'utilisation de moelle osseuse concentrée par injection dans I'ostéonécrose de Ia
téte fémorale constitue un traitement sir et efficace de cette affection avant
d’envisager la pose d'une prothese de hanche (Hernigou and Beaujean, 2002;
Hernigou et al., 2015; Yan et al., 2009). Dans un modele d’'ostéonécrose de la
md&choire induit chez le rat, les facteurs solubles produits par les CSMMO ont monftré
un intérét thérapeutique en réduisant la nécrose et I'inflammation et en induisant la

formation de tissu osseux (Ogata et al., 2015).

Une alternative a la greffe osseuse est I'implantation de biomatériaux couplés a des
CSM. Deux études de 2014 menées dans le cadre du projet européen REBORNE
(acronyme pour Regenerating Bone Defects using New biomedical Engineering
approaches) mettent en avant les propriétés inductrices de la formation osseuse et
du remodelage osseux par des CSMMO humaines transplantées avec des

biocéramiques chez la souris nude (Brennan et al., 2014; Gamblin et al., 2014).

Les CSM ne semblent pas présenter de risque dans les traitements de chirurgie
reconstructrice faisant suite a la résection d'une tumeur osseuse. Elles semblent au

contraire présenter des avantages dans le domaine de la reconstruction osseuse.

Interactions des CSM avec les cellules d’ostéosarcome

Le tfropisme naturel vers le site fumoral de CSM circulantes (Rehman et al., 2004;
Studeny et al., 2004) est une propriété pouvant étre exploitée pour des thérapies
cellulaires anticancéreuses. Les CSM sont alors modifiées par transgénese pour
produire et sécréter massivement dans la tumeur des molécules décrites comme

ayant un effet anti-tumoral (Grisendi et al., 2011).

Par exemple, dans le cadre de carcinome mammaire et de mélanome induits chez
la souris, des CSMMO modifiées pour produire de l'interféron-p (IFN-B) permettaient
d’'augmenter la survie des animaux de maniere plus efficace qu'un tfraitement par

injection d’'IFN-B recombinant (Studeny et al., 2002).
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Plus réecemment, des CSMMO modifiées pour produire la molécule TRAIL (Tumor-
necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) montraient une action pro-
apoptotique sur des cellules de carcinome pulmonaire in vitro ainsi qu’'un effet anti-
tumoral in vivo dans un modele préclinique induit chez la souris nude (Mohr et al.,
2008). L'action pro-apoptotiqgue des CSMMO exprimant TRAIL a été également
décrite in vifro sur des cellules de lignées d'ostéosarcome, de sarcome d’Ewing et
de rhabdomyosarcome (Grisendi et al., 2015). Dans cette méme étude, les CSMMO
modifiées pour exprimer la protéine TRAIL présentaient également une activité pro-
apoptotigue et anti-angiogénique in vivo dans un modele de sarcome d’Ewing

induit chez la souris hude.

Les CSMMO ont été décrites pour exercer une activité anti-tumorale sur le sarcome
de Kaposi (Khakoo et al., 2006). Dans un modele préclinique induit chez la souris
nude par I'injection sous-cutanée de cellules d'une lignée humaine de sarcome de
Kaposi, une seule injection infraveineuse de CSMMO humaines suffisait  provoquer
un ralentissement du développement tumoral. Les CSMMO étaient retrouvées dans le
sfroma de la tumeur et exercaient leur action anti-tumorale par contact direct avec

les cellules de sarcome de Kaposi.

nombre d’études en fonction
type de cancer de I'effet des CSM
pro-tumoral | anti-tumoral
sein 3 1
colon 2 1
mélanome 2 1
prostate 2
poumon 1 1
cerveau 2 1
foie 2
hématopoiétque 3
pancréas 2
sarcome de Kaposi 1

Tableau 1: Récapitulatif de I'effet des CSM sur les différents types de cancers.
Adapté de Klopp et al., 2011.

En fait, les CSM ont un impact trés variable sur le développement local des tumeurs
et sur le processus métastatique. Le tableau 1, adapté d’'une revue de 2011, recense
les études montrant un effet pro- ou anti-tumoral (Klopp et al., 2011). Cette variabilité

ne serait pas seulement liée a la tumeur étudiée ou au modéle utilisé, puisque pour
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un méme type de tumeur, des effets variables voire opposés ont pu étre décrits,

parfois dans une seule et méme étude sur le cancer ovarien (Waterman et al., 2012).

Par exemple, dans des modéeles précliniues de cancer du cdlon, des CSM
humaines co-injectées avec des cellules cancéreuses augmentaient I'incidence
tumorale (Zhu et al., 2014), la croissance tumorale et la dissémination métastatique
(Shinagawa et al., 2010) alors que des CSMMO immortalisées de rat, ajoutées a des
cellules de cancer du cdblon fransplantées chez le rat, ralentissaient la croissance

tumorale (Ohlsson et al., 2003).

Parmi les études référencées en 2011 par Klopp et ses collaborateurs, aucune ne
s'intéresse a I'ostéosarcome. Par contre, 2 études rapportent une accélération de la
croissance d’ostéosarcomes liée a l'injection de CSMMO, dans des modeles induits
par co-injection chez les rongeurs (Bian et al., 2010), et dans un modele de co-

transplantation chez le rat (Tsukamoto et al., 2012).
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Figure 51 : Impact des CSMMO sur la croissance de I'ostéosarcome.

A- Suivi temporel du développement d'ostéosarcome induit chez la souris C3H/HeN. Les tumeurs ont été induites
par des cellules d'ostéosarcome murin POS-1 injectées seules (groupe POS-1 seules) ou co-injectées avec des
CSMwmo de souris (groupe POS-1 + CSMwmo). B- Graphique représentant la prolifération de cellules POS-1
cultivées 24 et 72 h seules ou en présence de CSMMO en co-culture indirecte (sans contact cellulaire via des
membranes de Transwell). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT (POS_& seules
pendant 24 h). Les barres représentent les écart-types. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Extraits de Perrot et al., 2010.

Au laboratoire, la co-injection de CSMMO de souris a été testée dans un modele
préclinique d'ostéosarcome murin induit chez la souris immunocompétente (Perrot et
al., 2010). Les CSMMO de souris ont provoqué |'accélération de la croissance
tumorale (figure 51A). Dans cette méme étude, I'emploi de Milieu Conditionné par
des CSMMO (MC-CSMMO) accélérait la prolifération in vitro des cellules murines
d’'ostéosarcome en culture (figure 51B). Cet effet pro-prolifératif des CSMMO sur les
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cellules d'ostéosarcome semblait paracrine puisqu’il ne nécessitait pas de contact

entre les deux types cellulaires.

Interactions des ostéoclastes avec les cellules
d’ostéosarcome

Un des enjeux dans la prise en charge de I'osteosarcome est I'atteinte osseuse
causée par la tumeur. En effet, ces tumeurs se développent a l'intérieur de I'os,
détruisent le tissu osseux environnant et s'étendent aux tissus voisins. Une activité
ostéolytique est souvent associeée au développement de I'ostéosarcome. En effef,
un cercle vicieux s'établit entre les cellules d’ostéosarcome et les cellules du tissu
osseux, en particulier les ostéoclastes (figure 52). La prolifération des cellules
tumorales est favoriseée par I'ostéolyse qui est elle-méme entretenue par les cellules

de la tumeur (Rousseau et al., 2010).
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Figure 52 : Schéma du cercle vicieux entre les cellules d'ostéosarcome et les cellules du tissu
osseux.
Adapté de Lamoureux et al., 2014.
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Dans une étude réalisée dans notre laboratoire, I'utilisation d'une molécule anti-
résorptive (acide zolédronique) dans un modéele d’'ostéosarcome induit chez le rat
permettait de réduire I'incidence métastatique (Heymann et al., 2005). Cependant,
une étude portant sur I'analyse transcriptomique tumorale de 23 patients a mis en
évidence un lien entre une dissémination métastatique renforcée de I'ostéosarcome
et une baisse de I'expression des marqueurs de |'activité ostéoclastique sur le site de

la tumeur primaire (Endo-Munoz et al., 2010) .

Devant ces différentes etudes, il serait intéressant de connaitre I'effet d’'un apport
d'ostéoclastes ou de pré-ostéoclastes dans ces modeles d’'ostéosarcome et de

comparer cet effet d celui observé lors de I'apport de CSM.

Objectifs : évaluer les interactions des CSM avec les
cellules d’ostéosarcome en prolifération ou en
quiescence

Le but de ce ftravail était d'évaluer I'effet de CSMTA sur le développement
d'ostéosarcome et de le comparer a celui CSMMO mais aussi d celui de pré-
ostéoclastes en utilisant un méme modéele de co-injection de humaines cellules

d'ostéosarcome.

Dans le développement de I'ostéosarcome, il réside une ambiguité sur le réle des
ostéoclastes. L'utilisation d’inhibiteurs d'ostéoclastes a montré un potentiel anti-
métastatique dans des modeles développés au laboratoire LPRO (Odri et al., 2014;
Ory et al., 2005), tandis que la préservation des ostéoclastes aurait un réle protecteur
de la dissémination métastatique dans les modeles décrits par Endo-Munoz et al.
(Endo-Munoz et al., 2010). Nous avons donc aussi ufilisé la co-injection de pré-
ostéoclastes avec de cellules HOS pour évaluer leur potentiel impact sur le

développement tumoral.

Puisque les milieux contenant des facteurs solubles produits par les CSM entrainaient
une accélération de la prolifération in vitro des cellules d’ostéosarcome, nous Nous
sommes interrogés sur leur effet sur des cellules tumorales en quiescence, obtenues

grdce a la culture en conditions de perte d’adhérence. Nous avons aussi cherché a
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identifier les facteurs solubles sécrétés par les CSM pouvant activer la prolifération

des cellules d'ostéosarcome.
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MATERIEL ET METHODES

Cellules et conditions de culture

Cellules d'ostéosarcome

Les cellules d’ostéosarcome utilisées HOS et Saos-2 sont issues de lignées cellulaires
fournies aupres de I'American Type Culture Collection (ATCC ; n°® CRL-1547 et HTB-85
respectivement). Comme cela a été décrit dans la partie |, les cellules étaient
cultivées en milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplémenté avec
10% de Sérum de Veau Foetal (SVF) pour apporter les facteurs de croissance

nécessaires a la prolifération cellulaire.

Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM)

Les Cellules Souches Mésenchymateuses dérivees du Tissu Adipeux (CSMTA) ont été
récupérées a partir de prélevements de TA réalisés au cours d'interventions
chirurgicales comprenant une procédure de lipoaspiration. La lipoaspiration était
réalisée au niveau de la paroi abdominale antérieure selon la méthode de

Coleman.

Le prélevement de TA était ensuite dilué dans un volume équivalent de milieu aMEM
supplémenté en collagénase A (1 mg/mL) pour étre dissocié. Le mélange était
homogénéisé puis incubé 45 minutes a 37°C avant d’étre cenfrifugé a 1600 rom
pendant 10 minutes. Le culot cellulaire ainsi obtenu était remis en suspension dans
du milieu aMEM supplémenté en Sérum de Veau Feetal (SVF, 10%), en antibiotiques
(mélange péniciline/streptomycine, P/S, 1%) et en Fibroblast Growth Factor de type
2 (FGF2 , 1 ng/mL; Cordonnier et al., 2011) et mises en culture. Afin d’éliminer les
cellules sanguines éventuellement résiduelles, les cellules étaient rincées 3 fois par du
DPBS apres 24 heures puis remises en culture dans du milieu complet frais. Les CSMTA
étaient qinsi sélectionnées puis amplifiees gréce a leur propriété d’adhérence au

plastique.
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Les Cellules Souches Mésenchymateuses dérivées de Moelle Osseuse (CSMMO) ont
été récupérées aupres de patient ayant donné leur consentement éclairé et apres
I'approbation du comité d’'éthique. Les moelles osseuses ont été ponctionnées sur

des donneurs sains volontaires au niveau des crétes iliaques.

Les CSMMO étaient isolées par leur capacité d'adhérence au plastique de culture,
puis amplifiees dans du milieu composé de aMEM supplémenté en SVF (10%),
antibiotiques (P/S, 1%) et en FGF2 (1 ng/mL).

Le milieu de culture des CSMTA et CSMMO était changé 3 fois par semaine. Une fois le
tapis cellulaire a 70-80% de confluence, les cellules étaient décollées puis repiquees

A raison de 3000 cellules / cm?2.

Au bout d'une vingtaine de passages, les CSM gardaient leur capacité de

proliféeration lorsqu’elles etaient cultivées en présence de FGF2.

Caractérisation des CSM

Les CSMMO et CSMTA ont été caractérisées par analyse en cytométrie en flux. Apres
culture, les cellules ont été décollées de leur support puis cenfrifugées (2500 rom
pendant 3 minutes) pour obtenir un culot de cellules. Les étapes suivantes se sont
toutes déroulées sur glace ou a 4°C. Le culot de cellules a été rincé 3 fois avec du
PBS puis incubé dans du PBS supplémenté en SVF (10%) pendant 15 minutes avant
d'étre a nouveau rincé avec du PBS. Cent mille cellules étaient ensuite marquées
pendant15 minutes et & I'obscurité par un anticorps dirigé contre un marqueur
membranaire (CD34, CD45, CD90 ou CDI05), directement couplé a un
fluorochrome : phycoérythrine (PE) ou isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Un
anticorps anti-isotype était utilisé comme contréle. Les anticorps étaient dilués dans
du PBS supplémenté en SVF (10%). Une derniere centrifugation a été effectuée pour
permettre de remettre les cellules en suspension dans du PBS seul. L'observation de
la fluorescence portée par les cellules a été réalisée sur le cytomeétre en flux FC500 et
selon les instructions du constructeur (Beckman-Coulter). L'analyse des résultats a été

effectuée a I'aide du logiciel CXP Analysis.
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Les CSMTA (figure 53A) et CSMMO (figure 53B) utilisées lors des expérimentations
étaient positives pour les protéines membranaires CD?90 et CD105, et négatives pour
les protéines CD45 et CD34.

A CSMm B <sMmo

CD34

CD45 CD105 CD90 CD45 CD90

Figure 53 : Caractérisation membranaire des CSM.

Graphiques représentant les profils d'expression des protéines membranaires CD34, CD45, CD90 et CD105 par
les CSMTA (A) et CSMMoO (B). Les résultats, observés par cytométrie en flux, sont exprimés en nombre de cellules
en fonction de leur intensité relative d'expression pour chaque protéine.

Différenciation adipocytaire des CSMTA

Les CSMTA ont été cultivées dans un milieu renouvelé 3 fois par semaine et
permettant d'orienter la différenciation des cellules dans la lignée adipocytaire.
Pour obtenir ce milieu, du DMEM riche en glucose (1 M) était supplémenté en SVF
(10%), en antibiotiques (P/S, 0,4%) et en inducteurs de la difféerenciation :
isobutylméthylxanthine (IBMX, 0,5 M), indométacine (60 uM) et dexaméthasone (10
HMM).

Apres 3 semaines de culture en milieu de différenciation, une coloration du tapis
cellulaire au rouge Nil était réalisée afin d'observer les gouttelettes lipidiques. Les
cellules étaient fixées dans du PBS supplémenté en formaldéhyde (4%) pendant 10
minutes puis rincées au PBS. Une solution de rouge Nil diluée au 1/1000¢me dans du
PBS était ensuite ajoutée sur les cellules pendant 30 minutes, a I'obscurité et a 4°C.
Le tapis cellulaire était rincé avec du PBS, puis les noyaux cellulaires étaient colorés
par I'ajout de DAPI. Les lipides colorés pouvaient alors étre observés par microscopie

a fluorescence.
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Précurseurs ostéoclastiques

Les monocytes ont été obtenus a partir de cellules issues d'un échantillon de sang
humain provenant de I'Etablisssment Francais du Sang (EFS), aprés une sélection

positive grGce au marqueur membranaire CD14 (Duplomb et al., 2008).

Dans un premier temps, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC)
étaient récupérées a partir d'un prélevement sanguin dilué au demi dans du PBS et
déposé sur une solution de Ficoll. Une centrifugation de 20 minutes a 2000 rom
conduisait a la formation d'un anneau contenant les PBMC sous la phase
plasmatique. La fraction cellulaire était récupérée et mise en suspension dans du PBS

avant d'étre centrifugée 10 minutes & 1600 rom.

Les monocytes pouvaient alors étre isolés parmi les PBMC gréce a la présence de la
protéine CD14 & leur membrane. Des billes magnétiques couplées a un anticorps
anti-CD14 et diluées dans du PBS étaient ajoutées aux PBMC pendant 15 minutes a
4°C. Le culot cellulaire obtenu apres 10 minutes de cenfrifugation & 1600 rom était
remis en suspension dans du PBS pour étre déposé sur une colonne aimantée. Apres
3 lavages au PBS, la colonne contenant les monocytes était retirée de I'aimant et les

cellules étaient diluées dans du PBS.

Afin d'étre prédifférenciés en ostéoclastes, les monocytes étaient cultivés en
conditions d'adhérence dans du milieu aMEM supplémenté en SVF (10%), en
antibiotiques (1%) et en facteur stimulant I'adhérence et la survie des macrophages
humains (hM-CSF, 25 ng/mL). Apres 3 jours de culture, du ligand du récepteur
activateur du facteur nucléaire k B (RANKL, 100 ng/mL) était ajouté aux monocytes

pendant 7 jours pour initier leur différenciation dans la voie ostéoclastique.

Obtention des milieux conditionnés de cellules en culture

Les cellules étaient cultiveées pour atteindre 80-90% de confluence. Le milieu de
culture était alors enlevé et le tapis cellulaire était rincé 3 fois avec du PBS. Les
cellules étaient ensuite cultivées avec du milieu aMEM non supplémenté en SVF. Au
bout de 24 heures, le milieu était récupéré et filiré a travers un filire-seringue de 0,22
MM pour enlever tous les éventuels débris cellulaires. Le milieu ainsi obfenu

correspondait d du Milieu Conditionné (MC).
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Modele d’ostéosarcome in vivo

Toutes les manipulations ont été menées au sein de |'unité de Thérapie
Expérimentale de Nantes (UTE, plateau technique de la faculté de médecine de
Nantes), et dans le respect des directives de la communauté européenne validées

par le comité d’éthique local.

Les animaux utilisés dans les modeles précliniques décrits par la suite étaient des
femelles &gées de 5 semaines. Ces souris sont issues de la souche NMRI Nu/Nu
(nude), leur systeme immunitaire déficient permettant de limiter leur réaction suite a
I'injection de cellules humaines. Les expérimentations sur les souris ont été initiées

apres une semaine d'acclimatation.

Induction tumorale

Le modele d'ostéosarcome chez la souris était induit par I'injection de cellules
d’ostéosarcome HOS dans la loge antéro-externe du muscle tibial antérieur gauche,

espace permettant une mesure tridimensionnelle aisée du volume tumoral.

Pour l'induction tumorale, les souris étaient anesthésiées par inhalation d'un
mélange d’air et d'isoflurane (2,5%, Flucka) avec un deébit de 1 L/min, puis placées
sous une lampe chauffante. La zone d'injection était désinfectée par I'application
d'une solution iodée (Bétadine). Les animaux recevaient alors une injection de 50 pL
de suspension cellulaire contenant 2 millions de cellules HOS diluées dans du PBS. Les
cellules fumorales étaient co-injectées ou non par des CSMTA, des CSMMO ou des
monocytes CD14* (de 0,2 & 1 millions de cellules pour atteindre un ratio cellules/HOS
allant de 10/1 a 2/1).

Suivi expérimental

Volume tumoral

L'évolution du volume tumoral était surveillée & I'aide d'un pied & coulisse, par
mesure de 2 diametres perpendiculaires. Le volume était calculé (en mms3) selon la

formule :
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V=(2x%L)/2

ou | et L représentent respectivement le plus petit et le plus grand diametre.

Les animaux étaient euthanasiés lorsque le volume tumoral dépassait 2500 mm3 ou
lorsque la nécrose tumorale entrainait des ulcérations cutanées. L'euthanasie était
réalisée par dislocation cervicale sur des souris anesthésiées par inhalation
d'isoflurane. Les tumeurs étaient alors prélevées pour étre examinées
microscopiquement par histologie. Les pattes portant les tumeurs étaient également
récupérées pour réaliser des analyses radiologiques (radiographies et micro-scanner)
permettant d’observer I'influence du développement tumoral sur les os de la jambe

(ostéolyse ou ostéoformation, sur tibia et fibula).

Bioluminescence

La présence de cellules transduites pour exprimer la luciférase dans les poumons des
souris était évaluée par la détection de leur activité de luminescence au moment
de I'euthanasie. Les animaux étaient anesthésiés avant de recevoir une injection
infra-péritonéale de luciférine D (10 mg/mL) & la dose de 1 mg/g puis étaient
euthanasiés aprés 7 minutes. Les poumons étaient ensuite rapidement explantés et
la détection de bioluminescence était réalisée sur un appareil NightOwl LB981 avec
un objectif CCD NC 320 et selon les parametres suivants : filfre de 560 nm, pixels de

12 x 12, exposition de 2 x 1,5 minutes.

Parametres de biomorphométrie osseuse

Les tibias des souris portant une tumeur sont débarrassés des tissus mous puis fixés en
formaldéhyde 10%. Les images sont obtenues avec un micro-tomodensitometre
(MCT) & haute résolution Skyscan 1076 selon les paramétres suivants : pixel de 18 uym,
50 kV, filtre Al de 0,5 mm, acquisition de 15 min. La reconstruction tridimensionnelle
est analysée gréce au logiciel NRecon et les parametres de morphomeétrie osseuse
sont quantifiés par le logiciel CTan. Le calcul des parametres de morphométrie en 3
dimensions est réalisé sur le tibia d 2 mm du point d'insertion de la fibula et selon la

nomenclature proposée par I’American Society for Bone and Mineral Research.
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Analyses histologiques

Selon le type de marquage histologique a réaliser, le fraitement des prélevements
(membre, tumeur ou cellules) variait pour permettre la conservation du composant

d'intérét.

Une fois le montage de I'échantillon entfre lame et lamelle réalisé, les colorations
étaient observées au scanner de lames Nanozoomer (Hamamatsu) et la

fluorescence était observée au microscope inversé d fluorescence.

La congélation des prélevements sans déshydratation par bains d'alcool permettait
la conservation des lipides ainsi que des molécules fluorescentes. Les échantillons
étaient incubés dans des solutions de sucrose dilué en concentrations croissantes
dans du PBS (6 a 30%, bains de 48 h). Les échantfillons étaient ensuite recouverts de
gel d’inclusion NEG.50 puis plongés dans un bain d’isopentane refroidi a -50°C,
faisant durcir le gel d’inclusion pour obtenir un bloc pouvant étre conservé a -80°C.
Des coupes de 5 um d’épaisseur du prélevement congelé étaient alors réalisées
dans une atmosphere maintenue & -20°C a I'aide d'un cryostat et déposées sur une

lame de verre (Superfrost, Menzel).

Les autres analyses histologiques ont été réalisées sur des prélevements inclus en
paraffine apres fixation dans un bain de PBS + PFA & 4% a 4°C (bain de 48 h pour les
prélevements de tumeur et de 15 minutes pour des cellules cultivées en
oncospheres). Apres la fixation, les échantillons étaient déshydratés par incubation
dans des bains d'éthanol en concentration croissante (de 70° a 100°) puis dans un
bain de but-2-ol avant d'étre inclus dans un bain de paraffine & 56°C. Les
échantillons étaient alors moulés en bloc dans de la paraffine liquide et refroidis

ensuite sur une plaque réfrigérante.

Les blocs pouvaient alors étre découpés sur un microtome. Les coupes de 3 um
d'épaisseur étaient ensuite placées sur une lame de verre et laissées a I'air libre pour

sécher pendant 24 h. Une fois séchées, les lames étaient débarrassées de leur
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paraffine par des bains successifs d’éthanol en concentration décroissante (de 100°

a 80°) puis maintenues dans de I'eau distillée.

Observation de la protéine EGFP par fluorescence

La fluorescence générée par la protéine EGFP présente dans les CSMTA fransduites
pouvait étre observée au microscope par fluorescence directe ou aprés un

marquage de la protéine EGF & I'aide d'un anticorps spécifique.

Brievement, les lames sont rincées 3 fois 5 minutes dans un tampon TBS & pH 7.4
supplémenté en Tween-20 (0,05% ; TBStween) puis incubées 30 minutes température
ambiante dans une solution de saturation composée de TBStween supplémenté en
sérum de chevre (isotype de I'anticorps secondaire ; 2%). L'anticorps primaire dirigé
contre la protéine EGFP, produit chez la souris (Abcam) et dilué au 1000eme dans une
solution de saturation était ensuite ajouté aux échantillons pendant 1 h & 37°C. Les
lames étaient ensuite rincées par du TBStween pendant 3 fois 5 minutes puis
incubées pendant 1 h a température ambiante avec I'antficorps secondaire (Life
Technologies) dirigé contre I'isotype de souris, produit chez la chevre, couplé au
fluorochrome AlexaFluor?54 et dilué au 500°me dans une solution de saturation. Enfin,
les échantillons étaient rincés par du TBStween et montés entre lame et lamelle a

I'aide d'un montage aqueux.

Observation de I'activité ostéoclastique : coloration TRAP

La coloration de I'enzyme exprimée par les ostéoclastes était réalisée selon un
protocole commercial de coloration TRAP (Acid Phosphatase Leukocyte Staining Kit,
Sigma). Des coupes d'échantillons inclus en paraffine ont été incubées, apres
déparaffinage, dans une solution de coloration pendant 90 minutes a 37°C. Cette
solution se composait de sel de Fast Red TR (3,9 mM), de sel de naphthol AS-TR
sodium diphosphate (2,3 mM), de diméthylformamide (68 uM) et d'acide tartrique
(100 mM), dilués dans un tampon d'acétate de sodium (0,1 M ; pH 5,2). Les noyaux
étaient ensuite contre-colorés & I'hématoxyline de Mayer et les lames rincées a I'eau

avant montage aqueux.
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Détection de cellules humaines : hybridation in situ ciblant les sondes Alu

L"hybridation in situ ciblait les sondes Alu, qui représentent environ 5% de I'ensemble

du génome humain, sur des coupes issues de I'inclusion en paraffine.

Les peroxydases endogenes aux échantillons étaient inactivées par I'ajout d'H202 &
3% pendant 15 minutes, puis les coupes étaient incubees pendant 10 minutes a 37°C
en présence de protéinase K (10 %g/mL). Les lames étaient ensuite laissées 20
minutes & température ambiante dans un bain de friéthanolamine (0,1 M ; pH 8)
supplémenté avec 0,25% d'acide acétique, avant d'étre incubées pendant 3
heures a 56°C dans un tampon d’hybridation. Ce tampon était composé d'une
solution SSC (Sodium et Chlorure de Citrate) 4X, de formamide dé-ionisé a 50%, de
solution de Denhardt 1X, de sulfate de dextran a 5% et de 100 uyg/mL de sperme de
saumon, dilués dans de I'eau distilée (sans RNases ni DNases). Le tampon
d'hybridation était ensuite complété par 70 nM d'une sonde Alu couplée a la
digoxine (5DigN/5-TCTCGATCTCCTGACCTCATGA-3'/3DigN ; Exigon). Une premiere
étape de dénaturation des ADN des coupes de 5 minutes a 95°C précédait I'étape
d'hybridation durant 19 heures a 56°C.

La sonde était ensuite détectée par immuno-histochimie & I'aide d'un anticorps
murin anti-digoxine couplé a la HRP (Jackson Immunoresearch) dilué au 200eme

dans du TBStween ajouté aux lames pendant 45 minutes a 37°C.

L'ajout pendant quelques secondes et a I'obscurité, d'un mélange d'H202 et de
DAB se colorant en brun par oxydation permettait en suite la détection de la
protéine Ki-67. Les échantillons étaient ensuite rincés a I'eau distillée (2 fois 5 minutes)
avant d'étre contre-colorés a I'nématoxyline de Gill-2 et déshydratés par bains
successifs d’éthanol en concentratfion croissantes (de 80° a 100°) puis conserves
dans du xylene (OTTIX-Plus) pour étre montés enfre lame et lamelle dans un milieu

hydrophobe (Pertex).

Evaluation de la croissance cellulaire in vitro

Les protocoles utilisés pour observer I'activité mitochondriale et le cycle cellulaire

des cellules d'ostéosarcome étaient identiques a ceux décrits dans la Partie 1.
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De la méme facon, les dosages multiplex de cytokines ont été réalisés dans les

mémes conditions que dans la Partie |

99



Partie |l Résultats _

RESULTATS

Les ADSC et MSC accélerent Ila croissance de

I'ostéosarcome primitif

Impact des CSMTA sur la croissance de |'ostéosarcome

Des études mises en place par Pierre Perrot lors de ses travaux de thése visaient a
évaluer I'impact des CSM dérivées du ftissu adipeux (CSMTA) dans un modele
d’ostéosarcome humain induit chez la souris nude. Co-injectées avec les cellules
tumorales HOS, les CSMTA réduisaient le temps de développement de la tumeur
(volume tumoral de 1000 mm?3 atteint a J25 au lieu de J29 ; figure 54A). Les CSMTA
accéléraient de la croissance de I'ostéosarcome de maniere dose-dépendante,
mais n'influaient pas sur les parametres de morphométrie osseuse (figure 54B) ni sur

I'incidence métastatique (évaluée macroscopiquement a I'euthanasie).
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Figure 54 : Impact des CSMTA sur la croissance tumorale et le remodelage osseux
l'ostéosarcome.

Les tumeurs ont été induites par des cellules d'ostéosarcome HOS injectées seules (groupe HOS seules) ou co-
injectées avec des CSMTA humaines en quantités 2 a 10 fois inférieures (groupes HOS + CSMTA 2/1 et 10/1
respectivement). A- Suivi temporel du développement d'ostéosarcome induit chez la souris nude. B- Graphiques
comparant les paramétres de morphométrie osseuse entre les tibias de souris des groupes HOS seules et HOS +
CSMTA 2/1. Le volume osseux est exprimé en % du volume total de la piece analysée (Bone Volume / Total
Volume, BV/TV) ; Le XXX (exprimé en mm’) est le rapport entre la surface osseuse (en mm?®) et le volume osseux
(en mm’) ; et I'épaisseur des travées osseuses (Trabecular Thickness, Tb. Th) est exprimée en mm. Les résultats
sont une moyenne de XX échantillons. Les barres représentent les écart-types.

Afin de déterminer si les CSMTA participaient directement & la formation de la masse
tumorale finale, les cellules souches dérivées du tissu adipeux ont été modifiées par

100



Partie |l Résultats _

transduction lentivirale. Cette modification a permis aux CSMTA d’exprimer
constitutivement et stablement la protéine EGFP (EGFP+). Les cellules ont ensuite été
co-injectées avec des cellules HOS (2 millions de HOS pour 1 million de CSMTA-EGFP+,
ratio 2 /1) dans des souris nudes. Dix jours apres I'induction tumorale, des CSMTA-
EGFP+ étaient détectées au sein de la tumeur, de maniére dispersée entre les
cellules tumorales et incluses dans des parties fibreuses de tissu conjonctif (Figure 55).
La présence de cellules EGFP* était évaluée par observation directe de la
fluorescence (figure 55A) et par détection de la protéine EGFP par un anticorps
couplé a un fluorochrome (figures 55B et 55C). Néanmoins, aucune cellule EGFP*
n'était observable au 24¢me jour. Ces observations indiquent que les ADSC
représentant 33% du volume initial ne constituaient plus que 5% de ce volume aprées
10 jours pour étfre totalement absentes aprés 24 jours d'expansion tumorale. Ainsi,
I’accélération de la croissance fumorale lors de la co-injection des HOS avec les
ADSC ne serait due qu’a la prolifération des cellules d’ostéosarcome HOS et non a la

prolifération des cellules souches du tissu adipeux.

Figure 55 : Détection des CSMTA co-injectées dans I'ostéosarcome a un stade précoce.
Images de I'observation en microscopie a fluorescence sur des coupes de tumeurs 1a jours apreés leur induction
par la co-injection de cellules HOS avec des CSMTA exprimant la protéine EGFP (ratio 2/1). A- Noyaux colorés en
bleu par du DAPI. B- Fluorescence verte directe de I'EGFP. C- Détection de I'EGFP par un anticorps spécifique
couplé a un fluorochrome rouge (AlexaFluor). D- Superposition des images A, B et C. Le jaune correspond a la
colocalisation de fluorescence rouge et verte.

Comparaison de |'effet pro-tumoral des CSMT1A et des CSMMO

Pour comparer les effets pro-tumoraux des CSM issues de Tissu Adipeux ou de Moelle
Osseuse, les 2 types cellulaires ont été co-injectés avec des cellules HOS dans un
modele murin d'ostéosarcome induit chez la souris nude (2 millions de HOS + 1 million
de CSM, ratio de 2/1).
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Figure 56 : Comparaison de I'effet pro-tumoral des CSMTA et des CSMMO sur la croissance de
l'ostéosarcome.

Les tumeurs ont été induites dans des souris nudes par des cellules d'ostéosarcome HOS injectées seules
(groupe HOS seules) ou co-injectées avec des CSM dérivées de MO ou de TA en quantités 2 fois inférieures
(groupes HOS + CSMMo et HOS + CSMTA respectivement). A- Suivi temporel du développement tumoral. * : p <
0,05. B- Images de reconstructions tridimensionnelles de scanner réalisés sur des tibias portant les tumeurs
issus de souris des 3 groupes. Le volume de la tumeur présentée est indiqué, ainsi que le ratio -exprimé en %- du
volume osseux sur le volume total de la piece anatomique (Bone Volume / Total Volume, BV/TV).

La croissance de I'ostéosarcome était significativement accélérée par la présence
de CSMTA ou de CSMMO. Cette accélération était tout a fait comparable entre les 2
groupes co-injectés (figure 56A). De plus, des analyses du remodelage osseux sur les
os de la jambe portant la tumeur (figure 56B) indiquaient que la densité osseuse était

similaire entre des os issus des 3 groupes et pour des tumeurs de volume équivalent.

Ces résultats indiquaient que I'effet pro-tumoral des CSM n’était pas différent en

fonction de leur provenance fissulaire.
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Impact des cellules CD 14+ sur le développement tumoral

L'ostéolyse provoquée par la présence de I'ostéosarcome est connue pour avoir un
effet pro-tumoral sur la tumeur osseuse. L'accélération du développement de
I'ostéosarcome du fait de I'activité ostéoclastique n'a cependant été démontrée
gue dans des modeles précliniques murins en utilisant des molécules anti-résorptives
(Heymann et al.,, 2005; Rousseau et al.,, 2011). Des précurseurs ostéoclastiques
exprimant la protéine de surface CD14 (CD14*) ont été obtenues 4 partir de
monocytes isolés parmi les cellules mononucléées de sang périphérique provenant
de I'Etablissement Francais du Sang. Les monocytes ont ensuite été traités par les
cytokines M-CSF et RANKL pour permettre leur engagement vers la différenciation
ostéoclastique. Ces pré-ostéoclastes CD14*, ainsi que des CSMMO ont été co-
injectées avec des cellules d’ostéosarcome HOS exprimant I'enzyme luciférase issue
de la luciole (LucF; T million de CD14* ou de CSMMO pour 2 millions de HOS, ratio
2/1).

Comme observé précédemment, la co-injection de CSMMO provoquait une
accélération significative de la croissance tumorale (figure 57A). En revanche, la

présence de CD14* n’avait aucun impact sur le développement de I'ostéosarcome.
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Figure 57 : Comparaison de [l'effet des CSMMo et des CDI14* sur la croissance de
l'ostéosarcome.

Les tumeurs ont été induites dans des souris nudes par des cellules d'ostéosarcome HOS injectées seules
(groupe HOS seules) ou co-injectées avec des CSM dérivées de MO ou des monocytes sanguins CD14°, en
quantités 2 fois inférieures (groupes HOS + CSMMo et HOS + CD14" respectivement). A- Suivi temporel du
développement tumoral. *: p < 0,05. B- Images d’observation de la bioluminescence sur des souris vivantes.
L’image du haut montre la détection de la luminescence émise par la tumeur primaire; I'image du bas montre la
luminescence émise par les poumons lorsque le site de la tumeur primaire est masqué par un cache. C-
Graphique représentant la quantité de lumiere émise par les poumons des souris des 3 groupes, avec les images
représentatives de 2 des 6 poumons observés.
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La propriété de bioluminescence des HOS exprimant I'enzyme LucF a été employée
pour détecter la présence de métastases pulmonaires par administration du substrat
de I'enzyme LucF, la luciférine D. Lorsque la bioluminescence était observée sur
I'animal entier, la détection d'un signal provenant des poumons était rendue
compliquée par la forte lumiere émise par la tumeur primaire (figure 57B haut) et
méme quand celle-ci était masquéee (figure 57B bas), le signal émis par les poumons
etait peu precis. Apres I'euthanasie des animaux au 30eme jour, les poumons étaient
excisés et la détection de la luminescence indiquait la présence de métastases chez
tous les individus (figure 57C) alors que I'observation macroscopique ne permettait
une détection de nodules pulmonaires que dans 50% des souris. La quantification de
la bioluminescence émise par les poumons des souris ne montrait pas de différence
significative entre les tumeurs induites par injection de HOS seules ou co-injectées

avec des CSMMO ou des pré-ostéoclastes CD14*.

Dans le but d'observer d'éventuels ostéoclastes humains au contact de I'os ou &
proximité de la tumeur, des analyses histologiques ont été réalisées sur des coupes
successives -ou sériées- des tibias portant les tumeurs induites par la co-injection de

HOS avec des pré-ostéoclastes (figure 58).

Figure 58 : Recherche d’ostéoclastes humains dans les tumeurs induites par co-injection de
cellules HOS et CD14*.

Analyses histologiques réalisées sur des coupes sériées obtenues a partir des os portant les tumeurs induites par
co-injection de cellules d’ostéosarcome HOS et pré-ostéoclastiques CD14". Les ostéoclastes sont indiqués par des
fleches. A- Images de I'activité ostéoclastique par détection histochimique de I'’enzyme TRAP. B- Images de la
détection de cellules humaines par hybridation in situ de séquences ADN Alu.
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Sur la premiere coupe sériée, I'activité de I'enzyme phosphatase acide résistante au
tartrate (Tratrate-Resistant Acid-Phosphatase, TRAP) spécifique des ostéoclastes a
été détectée par coloration enzymatique (figure 58A). La coloration rouge de
I'enzyme TRAP était observable au contact de I'os, nofamment dans des cellules

plurinucléées, permettant d'identifier des ostéoclastes.

Sur la seconde coupe sériée, les cellules humaines ont été détectées par immuno-
histochimie gréce a un anticorps dirigé confre des séquences Alu, répétitions de
séquences ADN propres aux cellules humaines (figure 58B). La détection des
séqguences Alu a permis I'identification de nombreuses cellules humaines tumorales,
mais pas d'identifier des ostéoclastes comportant des noyaux d’origine humaine
(pas de colocalisation des signaux TRAP et Alu).Les pré-ostéoclastes CD14* n'étaient
donc pas détectés 30 jours apres l'induction tumorale, comme observé

precédemment pour les CSM co-injectées.

Ces résultats semblaient indiquer que les cellules CD14+ pré-ostéoclastiques qui
étaient co-injectées avec les cellules HOS ne participaient ni au remodelage osseux,
ni au développement tumoral, méme pas de fagcon précoce, comme cela a pu

éfre observé avec les CSM.

Effet pro-prolifératif des facteurs solubles des CSMTA sur les
cellules d’ostéosarcome

Suite a l'effet observé des CSMTA sur la croissance de I'ostéosarcome in vivo,
I'implication de ces cellules et plus particulierement de leurs facteurs solubles et
secrétés, sur la croissance des cellules d’ostéosarcome in vitro a été étudiée. Du
milieu aMEM sans facteurs de croissance était gjouté aux CSMTA a 80-90% de
confluence. Le milieu récupéré apres 24 heures était appelé Milieu Conditionné de

CSM (MC-CSMTA) et contenait les facteurs solubles produits par les CSMTA.

Effet des facteurs solubles produits par les CSM sur la prolifération et la

quiescence des cellules HOS

Du milieu conditionné par des CSMTA en culture (MC-CSMTA) a été ajouté a des
cellules de lignées humaines d'ostéosarcome HOS et Saos-2 et pouvait accélérer la
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prolifération cellulaire de maniere dose-dépendante (figure 59A). Le MC-CSMTA
dilué au demi pouvait augmenter la croissance cellulaire des HOS de 50% et des
Saos-2 de 30% ; alors que dilué au dixieme, le MC-CSMTA accélérait la prolifération
des HOS de 10% et n'avait pas d'impact sur la prolifération des Saos-2. Les cellules

HOS semblaient étre la lignée la plus sensible aux facteurs solubles des CSMTA.
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Figure 59 : Prolifération de cellules d'ostéosarcome en présence de MC-CSM.

Graphiques représentant la prolifération des cellules de 2 lignées humaines d'ostéosarcome (HOS et Saos-2). La
prolifération est évaluée par analyse de I'activité mitochondriale, observée par test WST-1. A- Les cellules ont
été cultivées 24 h en présence de milieu conditionné de CSMTA dilué a 10 et 50% dans du milieu sans facteurs de
croissance (CT). B- Les cellules HOS ont été cultivées 24 h en présence de milieu conditionné de CSMTA ou de
CSMmo dilués a 50% dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les résultats sont exprimés en % de la
valeur CT et sont représentatifs de 12 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Pour comparer les effets des facteurs solubles produits par les CSM issues de Tissu
Adipeux (CSMTA) ou de Moelle Osseuse (CSMMO), du MC des 2 types cellulaires (MC-
CSM1A et MC-CSMMO, respectivement) a été ajouté a des cellules HOS en culture et
un test de prolifération a été réalisé (figure 59B). La proliféeration des cellules HOS
était augmentée de facon similaire parles MC des CSMTA et des CSMMO (+ 71% pour
les 2 types de CSM). L'effet comparable des CSMMO et des CSMTA sur la croissance
tumorale in vivo pouvait donc étre observé in vitro sur la prolifération des cellules

d'ostéosarcome.

Dans le but de mieux caractériser I'effet des facteurs solubles des cellules souches
mésenchymateuses sur le cycle des cellules d'ostéosarcome, du milieu conditionné
par des CSMTA (MC-CSMTA) ou des CSMMO (MC-CSMMO) a été ajouté sur des
cellules HOS cultivées en condition de prolifération et la répartition des cellules dans
les differentes phases du cycle cellulaire a été observée en cytométrie en flux (figure
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60). Les cellules HOS cultivées sans facteurs de croissance (condition CT ; figure 60A)
étaient principalement en phases Go/G1 (45%) et en phase de réplication S (38%).
L'ajout de 10% de sérum de veau foetal (SVF; figure 60B) induisait une baisse du
nombre de cellules en phase de réplication S (- 10%) associée G une hausse du
nombre de cellules en phase de préparation a la mitose G2/M (+ 10%) par rapport

des cellules cultivées en conditions CT.
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Figure 60 : Cycle cellulaire de cellules HOS en présence de MC-CSM.

Graphiques représentant la quantité d'ADN par cellule, observée par cytométrie en flux grdce au marquage de
I'ADN a l'iodure de propidium. Les cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF, B ; MC-
CSMwmo, C; ou MC- CSMTA, D) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT, A). Les % indiquent la part de
cellules dans chacune des différentes phases du cycle cellulaire. Ces résultats sont représentatifs de 3
expériences.

En comparaison, I'ajout de 25% de MC-CSMMO (figure 60C) ne provoquait que des
variations legeres dans la répartition des cellules HOS dans les différentes phases du
cycle : légéere réduction de la part de cellules en phase Go/Gi (- 2,5%) et en phase S
(- 1,5%) et légere augmentation de la part de cellules en phase G2/M (+ 4%). Dans
un méme temps, la présence de 25% de MC-CSMTA dans le milieu de culture (figure
60D) avaient pour effet une baisse plus marquée de la part de cellules en phase
Go/G1 (- 7%) associée a une hausse du nombre de cellules ayant achevé leur
réplication (G2/M : + 7%) alors que la part de cellules encours de réplication restait
inchangée. Ces observations semblaient indiquer un impact différent sur les phases

du cycle cellulaire des milieux conditionnés de CSMTA et de CSMMO. Le premier
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accélererait I'achévement de la réplication des cellules entrées en phase S quand

le second n'a pas semblé avoir d’'impact sur le cycle cellulaire.

Afin de se rapprocher de conditions de récidive tumorale et pour observer I'effet des
CSMTA sur la croissance de cellules d'ostéosarcome proches de cellules souches
cancéreuses, les des expériences de culture en conditions de perte d'adhérence
ont été réalisées. La quiescence des cellules -évaluée par le niveau d’expression de
la protéine Ki-67- ainsi que la répartition des cellules dans les différentes phases du
cycle cellulaire -évaluée par la quantité d’ADN par cellules- ont été observées par

cytométrie en flux.

Lorsque les cellules étaient cultivées en conditions d'adhérence (2-D) et sans
facteurs de croissance (CT; figure 61A), 92% d’'entre elles étaient positives pour la
détection de la protéine Ki-67 (Ki-67*) et parmi ces cellules en prolifération, pres de
la moifie (49% des cellules totales) etaient en phase Gi du cycle cellulaire. Cultivées
en 2-D et en présence de SVF (figure 61B), les cellules HOS Ki-67+ étaient plus
nombreuses (97%) tandis que la part de cellules en phase Gi restait presque
inchangée (49,5%). Placées en conditions de perte d'adhérence (3-D) et sans
facteurs de croissance (figure 61C), les cellules HOS négatives pour la détection de
la protéine Ki-67 (Ki-67-) étaient plus nombreuses 35%) et la part de cellules dans les
phases S/G2/M du cycle cellulaire était reduite (16%). Ces résultats indiquaient que la
culture des cellules HOS en conditions de perte d'adhérence permettait de

modeéliser la quiescence des cellules HOS.

Dans ces conditions de culture en oncospheres, I'ajout de SVF (figure 61D) induisait
une baisse de la part de cellules en phase Go du cycle cellulaire (-15%) au profit
d'une augmentation du nombre de cellules en phase Gi ((+ 13%). En revanche, des
cellules HOS en 3-D cultivées en présence de MC-CSMMO (figure 61E) ou de MC-
CSMTA (figure 61F) étaient moins nombreuses G exprimer la protéine Ki-67 (62% et 63%
respectivement contre 65% en conditions CT). Par ailleurs, la part des cellules en
phases S/Gz2/M était légerement réduite (- 1% et -3% respectivement). Les facteurs
solubles produits par les CSM dérivées de la moelle osseuse et du tissu adipeux
n'induisaient donc pas la sortie de quiescence des cellules HOS cultivées en

oncospheres.
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Figure 61 : Effet de I'ajout de MC-CSM sur la quiescence de cellules HOS en sphéres.
Graphiques représentant la répartition des cellules HOS en fonction de leur niveau d'expression de la protéine
Ki-67 et de leur quantité d'ADN. Les cellules HOS étaient cultivées en conditions d'adhérence (2-D) sans facteurs
de croissance (CT, A) ou en présence de SVF (B). Les cellules HOS étaient ensuite cultivées pendant 3 jours en
conditions de perte d'adhérence sans facteurs de croissance (3-D) pour induire la formation d'oncosphéres (C).
Une fois en oncosphéres, les cellules HOS étaient traitées pendant 48 h avec du SVF (D) du MC- CSMmo (E) ou du
MC- CSMTA (F) dilués dans du milieu sans facteurs de croissance. Les graphiques sont représentatifs de 3
expériences.

Identification des cytokines et voies de signalisation impliquées dans |'effet

pro-prolifératif des CSM

Un dosage du surnageant des cellules HOS, Saos-2, CSMMO et CSMTA utilisant la
technologie luminex et ciblant 31 cytokines parmi lesquelles des interleukines, des

chémokines, des facteurs de croissances et des adipokines a été réalise (figure 62).

Le dosage a permis d'observer des différences importantes de concentration en
certaines cytokines (IL-1RA, IL-6, IL-8, IP-10 et MCAF) produites entre les deux lignées
d'ostéosarcome. La concentration de chacune de ces cytokines était plus élevée
dans le MC-Saos-2 que dans le MC-HOS. Ce profil cytokinique varié pouvait
s'expliquer par la différence d'origine de ces deux lignées et I'hétérogénéité des

cellules d'ostéosarcome.
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Figure 62 : Dosage multiplex des MC de CSM.
Graphique représentant la concentration en 31 cytokines dosées dans les MC de cellules d’ostéosarcome (HOS
et Saos-2) et de CSM de MO et de TA. Les résultats sont une moyenne de 3 mesures. * : non détecté.

Les cytokines refrouvées en quantité dans le surnageant des CSMTA mais pas dans
celui des cellules d'ostéosarcome ont plus particulierement été recherchées pour
écarter de nos candidates les molécules potentiellement responsables d'une action
autocrine des cellules d’'ostéosarcome sur elles-mémes. Ainsi, de fortes
concentrations en interleukines 6 et 8 (IL-6 et IL-8) ont été dosées dans les surnageant
CSMTA (respectivement 2000 et plus de 50000 pg/mL) alors gu'elles étaient
retrouvées en plus faibles concentrations dans le surnageant des cellules Saos-2
(respectivement 200 et 2000 pg/mL) et des cellules HOS (moins de 10 et moins de
100 pg/mL respectivement). Ces 2 cytokines peuvent étre impliquées dans I'effet
pro-prolifératif des facteurs solubles des CSMTA sur les cellules d'ostéosarcome, et la
production différente de ces 2 molécules par les cellules HOS et Saos-2 pourrait alors
expliquer la différence de sensibilité de ces 2 lignées cellulaires au surnageant des

CSMTA.

L'implication des IL-6 et 8 dans I'effet du MC-CSMTA sur la prolifération des cellules
d’'ostéosarcome HOS et Saos-2 a été évaluée en bloquant la signalisation de ces 2
cytokines dans les cellules HOS grce & des anticorps spécifiques au cours

d’expériences d'observation de la prolifération (figure 63).

La signalisation de I'lL-6 a été bloquée par I'ajout d'un anticorps dirigé confre la
sous-unité gp130 commune a tous les récepteurs de la famille de I'lL-6. Dans les 2
lignées de cellules d’osteosarcome testées, I'ajout de I'anticorps n'avait pas d’'effet
sur la prolifération des cellules cultivées sans facteurs de croissance (CT) ou sur I'effet
pro-prolifératif du MC-CSMTA (figure 63A).
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Figure 63 : Implication de I'lL-6 et de I'lL-8 dans I'effet pro-prolifératif du MC- CSMTA sur les
cellules d’ostéosarcome.

Les cellules HOS et Saos-2 ont été cultivées 24 h en présence de MC- CSMTA dilué dans du milieu sans facteurs
de croissance (CT). Le milieu était supplémenté en anticorps anti-isotype de XX ou anti-gp130 pour bloquer la
signalisation des cytokines de la famille de I’IL-6 (A) ou anti-CXCR1 et CXCR2 pour bloquer la signalisation de I'IL-
8 (B). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 3 manipulations.
Les barres représentent les écart-types.

Pour bloguer la signalisation de I'lL-8, 2 anticorps ont été utilisés, chacun étant dirigé
contre I'un des 2 récepteurs de I'lL-8, CXCRI1 et 2. L'ajout de chacun des anticorps
était sans effet sur la proliféeration des cellules HOS et Saos-2 culfivées ou non en

présence de MC-CSMTA (figure 63B).

Ces expériences ont montré que les 2 interleukines dosées en grandes quantités
parmi les facteurs solubles produits par les CSMTA n’étaient sans doute pas

impliquées dans leur effet pro-prolifératif sur les cellules d'ostéosarcome.
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Impact de la différenciation en adipocytes des CSMTA sur leur effet pro-

prolifératif

A CSMTa Ctrl B csmra diff

Figure 64 : Différenciation adipocytaire des CSMTA.

Images de CSMTA colorées au rouge Nil pour faire apparaitre les vacuoles lipidiques en jaune et au DAPI pour
détecter les noyaux en bleu. Les cellules cultivées en milieu standard (A) ou inducteur de la différenciation
adipocytaire (B) sont observées par microscopie a fluorescence.

Pour modéliser I'obtention de facteurs solubles produits par des adipocytes seuls, et
évaluer I'impact du niveau de différenciation des CSMTA sur leur effet pro-proliférafif,
des CSMTA provenant de 2 donneurs différents ont été orientées dans la voie de
différenciation adipocytaire. L'accumulation de vacuoles lipidiques apres 21 jours
de culture en milieu de différenciation était observable par coloration au Rouge Nil
(figure 64).

Les Milieux Conditionnés des CSMTA standard et différenciées (respectivement MC-
CSMTA Ctrl et MC-CSMTA Diff) étaient récupérés, puis ajoutés a des cellules
d'ostéosarcome HOS en culture pour un test de prolifération (figure 65). Les MC-
CSMTA Ctrl exercaient un effet pro-prolifératif plus marqué (125 a 130% de la valeur
contréle) que les MC-CSMTA Diff (115 a 120% de la valeur contrdle). L'engagement
des MC-CSMTA dans la voie de différenciation adipocytaire semblait atténuer leur

effet pro-prolifératif sur les cellules HOS.
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Figure 65 : Impact du niveau de différenciation adipocytaire des CSMTA sur leur effet pro-
prolifératif observé sur les cellules HOS.

Graphique représentant la prolifération des cellules HOS cultivées 24 h en présence de SVF ou de MC- CSMTA
provenant de 2 donneurs (n°1 et n°2), dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les CSMTA avaient
préalablement été cultivées en milieu standard (Ctrl) ou différenciées en adipocytes (Diff). La prolifération des
cellules HOS est évaluée par analyse de l'activité mitochondriale, observée par test WST-1. Les résultats sont
exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 12 manipulations. Les barres représentent les écart-
types. **:p <0,01; ***:p < 0,005 ; NS : non significatif.

En parallele, les MC-CSMTA ont été ajoutés a des cellules d’ostéosarcome culfivées
en oncosphéres favorisant I'enfrée en quiescence des cellules, observée par
cytométrie en flux (figure 66).Dans I'expérience présentée figure 50, le nombre de
cellules quiescentes représenté par la part de cellules Ki-67- n'était pas modifié par
I'ajout de SVF (figure 66B) par rapport a des cellules cultivées sans facteurs de
croissance (figure 66A) et était d'environ 25%. La culture en présence des MC de
CSM1A standard (figure 66C) ou différenciées (figure 66D) avait pour effet
d’'augmenter la part de cellules Ki-67- (+7% et + 13% respectivement). Les MC de
CSMT1A différenciées ou non n'avaient pas d'effet sur la reprise du cycle cellulaire
des cellules HOS en oncospheres et semblaient méme favoriser le maintien de la

quiescence des cellules d’ostéosarcome.
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Figure 66 : Effet du niveau de différenciation adipocytaire des CSMTA sur la quiescence de
cellules HOS en sphéres.

Graphiques représentant la répartition des cellules HOS en fonction de leur niveau d'expression de la protéine
Ki-67 et de leur quantité d'ADN. Les cellules HOS étaient cultivées pendant 3 jours en conditions de perte
d'adhérence sans facteurs de croissance (3-D) pour induire la formation d'oncospheres (A). Une fois en
oncosphéres, les cellules HOS étaient traitées pendant 48 h avec du SVF (B) ou du Milieu Conditionné de CSMTA
préalablement cultivées en milieu standard (Ctrl, C) ou différenciées en adipocytes (Diff, D). Les graphiques sont
représentatifs de 3 expériences.

Co-culture directe des cellules d’ostéosarcomes et des

CSM

Apres avoir étudié I'effet des facteurs solubles des CSMTA sur des cellules fumorales
en quiescence, il aurait été intéressant de tester I'effet d'interactions cellulaires
directes entre ces deux types cellulaires. Dans ce but, des cellules tumorales HOS ont
eté co-ensemencées avec des CSMTA dans un milieu semi-solide favorisant la
formation de sphéeres. Pour observer la répartition de chaque type cellulaire lors de
la culture, des HOS exprimant I'EGFP* et des CSMTA modifiées pour exprimer la

protéine fluorescente rouge (Red Fluorescent Protein, RFP+) ont eté utilisées.
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X200

Figure 67 :Formation de sphéres mixtes de cellules HOS et de CSMTA.

Des cellules HOS-EGFP+ et des CSMTA -RFP+ ont été co-ensemencées en conditions de perte d’adhérence. A-
Images de microscopie optique et a fluorescence d’une sphére mixte aprés 1 jour de culture. B- Images de
microscopie optique et a fluorescence d’une spheére représentative de la co-culture aprés 3 jours, aucune
fluorescence rouge n’était détectée.

Ensemencées a un ratio de 1/1, aprés un jour de culture les cellules étaient restées
isolées ou s'étaient jointes en spheres mixtes présentant une partie rouge (CSMTA) et
une partie verte (HOS, figure 67A). En revanche, apres 3 jours de culfure, aucune
cellule rouge n'était détectée, seulement quelques débris (figure 67B). La croissance
des HOS en spheres n'explique pas a elle seule la disparition des CSMTA apres un
temps de culture si court ; ainsi les HOS en spheres auraient induit la mort des CSMTA.
Dans ces conditions, nous n'avons pas pu étudier I'interaction directe des CSMT1A et

des cellules tumorales en quiescence.
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CONCLUSION

L'implication des CSMTA dans I'effet pro-tumoral du TA sur I'ostéosarcome a été
testée in vivo par des expériences de co-injection avec des cellules HOS chez la
souris nude. Ainsi, les CSMTA accéléraient la croissance fumorale de maniere dose-
dépendante et observable des un faible ratio (10 HOS pour 1 CSMTA). Néanmoins,
I'utilisation de CSMTA modifiées pour exprimer stablement la protéine fluorescente
EGFP a permis d'observer la disparition des CSMTA du site tumoral a des temps
précoces apres la co-injection. Ceci semble indiquer que la présence conjointe des
CSMTA dans les premiers jours de l'induction tumorale suffit & promouvoir la

croissance de |'ostéosarcome.

Cet effet pro-tumoral des CSMTA sur I'ostéosarcome a été comparé a celui de
CSMMO et de monocytes CD14*. Si les cellules pré-ostéoclastiques CD14* n'avaient
pas d'effet sur la croissance de |'ostéosarcome, les CSMMO présentaient un effet
pro-tumoral similaire a celui des CSMTA. Cependant, aucun de ces trois types
cellulaires ne semblait avoir un impact sur la dissémination métastatique ni sur
I'atteinte osseuse induites par I'ostéosarcome. Le seul effet observé in vivo était celui

des CSMTA et des CSMMO sur la croissance fumorale.

L'effet des CSMTA et des CSMMO sur les cellules d’osteéosarcome a donc été étudié in
vitro. La co-culture directe de CSM et cellules tumorales ne s'étant pas révélée
concluante, les expériences se sont focalisées sur I'implication des facteurs solubles
produits par les CSM représentés par le Milieu Conditionné des CSMTA et des CSMMO
(MC-CSMTA et MC-CSMMO respectivement).

Ainsi, les MC-CSMTA et MC-CSMMO avaient un effet pro-proliferatif dose-dépendant
et globalement similaire sur les cellules d’ostéosarcome HOS et Saos-2. En revanche,
leur action précise sur le cycle cellulaire des cellules HOS semblait différente. Le MC-
CSMTA augmentait la part de cellules HOS en phase G2, indiquant peut-étre une
accélération de la phase de réplication S ou/et un blocage du cycle cellulaire en
phase de préparation a la mitose. Quant au MC-CSMMO, il ne semblait pas modifier
la répartition des cellules HOS dans les différentes phases du cycle cellulaire par

rapport d une culture en milieu standard, sans facteurs de croissance, alors qu'il
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activait la prolifération cellulaire, ceci pouvant indiquer une accélération générale

du cycle cellulaire des HOS.

Comme dans le cas des facteurs solubles produits par le TA total, aucune molécule
n'a pu étre identifiée comme étant impliquée dans I'effet du MC-CSM sur la

prolifération cellulaire.

Les cellules HOS ont ensuite été cultivées en conditions de perte d'adhérence pour
favoriser leur quiescence et I'acquisition de caractéristiques de cellules souches
cancéreuses (CSC) par la formation de spheres. Dans ces conditions, I'apport de
MC-CSMTA ou de MC-CSMMO ne permettraient pas une sortie de quiescence des
cellules HOS.

Ces résultats indiquent donc que I'utilisation des CSM dans le cadre de stratégies
thérapeutiques d’'un traitement anti-tumoral pourrait s’avérer dangereuse. En effet,
les CSM favorisent la prolifération des cellules d’'ostéosarcome in vifro ainsi que la
croissance tumorale in vivo. En revanche, I'implication de CSM dans des procédures
de reconstruction post-tumorale pourrait étre envisageable puisque les facteurs
solubles produits par les CSM ne semblent pas capables de relancer la prolifération

de cellules d'ostéosarcome quiescentes.

Une partie de ces résultats a fait I'objet d'une publication soumise dans le Journal of

Bone Oncology (Artficle 2 en Annexes).

L'étude de I'impact du TA et de ses CSM sur le développement de I'ostéosarcome in
vivo et in vitro s'inscrit dans le cadre de I'observation d'un cas clinique de récidive
locale et tardive d'un ostéosarcome suite a une GTA. Or, cette technique de
chirurgie plastique est principalement utilisée en reconstruction post-tumorale apres
un cancer du sein. Il serait donc intéressant d'étudier I'effet du TA et de CSMTA sur le

développement du cancer du sein, in vitro et in vivo.
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INTRODUCTION

Le cancer du sein

Description

Le cancer du sein est une pathologie fres fréquente chez la femme (pres de 49 000
nouveaux cas en France en 2012) et représente plus de 30% des cancers féminins
(Institut National du Cancer, 2015).

Le cancer du sein est un carcinome issu de la transformation maligne de cellules
épithéliales de la glande mammaire. Ces cellules épithéliales peuvent étre lobulaires
ou canalaires en fonction de leur localisation. Plusieurs stade de développement

peuvent étre distingués (figure 68 ; Debnath and Brugge, 2005) :

- une lésion pouvant étre un précurseur du carcinome est I'hyperplasie atypique. Les
cellules épithéliales proliferent anormalement sans pour autant s'étendre ou obstruer

le canal ou le lobule dans lequel elles se situent.

- le carcinome mammaire est dit in sifu si la prolifération des cellules tumorales est
circonscrite au canal ou au lobule sans invasion du tissu stromal conjonctif voisin. Ces
tumeurs de bas-grade sont représentées a 85% par des carcinomes canalaires (Kosir,
2013).

normal hyperplasie carcinome canalaire canalaire
atypique in situ

stades précoces carcinomes invasifs

Figure 68 : Tissu mammaire et carcinomes de différents stades observés en histologie.
Barre : 40 um. Extrait de Debnath and Brugge, 2005.

- le carcinome mammaire devient invasif lorsqu’est rompue la contfinuité de la
membrane basale et des cellules myoépithéliales lobulaires ou canalaires. La tumeur

peut alors envahir les tissus voisins et infiltrer la circulation, en particulier les vaisseaux
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lymphatiques, ce qui génere une inflammation de la glande mammaire. L'invasion
tumorale peut aboutir d la dissémination métastatique, principalement vers les
poumons. Soixante-dix pour cent des cancers du sein chez I'humain sont des

carcinomes canalaires invasifs (Debnath and Brugge, 2005).

Le fraitement, adapté selon le type de tumeur, consiste généralement en une
chimiothérapie néo-adjuvante, suivie lorsque c'est possible, d'une résection
tumorale par chirurgie (Kosir, 2013). Le traitement peut se poursuivre par des séances
de radiothérapie. La méthode de résection est adaptée en fonction du volume et
du type de tumeur. Si le volume tumoral a pu étre réduit par la chimiothérapie néo-
adjuvante, la chirurgie pourra rester conservatrice  (tumorectomie  ou
quadrantectomie ; figure 69). En revanche, si la tumeur est inflammatoire, mauvaise

répondeuse ou frop volumineuse, une mastectomie peut s’avérer indispensable.

chirurgie conservatrice ablation

@

N

tumorectomie guandrantectomie  mastectomie

Figure 69 : Chirurgie du cancer du sein.
Extrait de Kosir, 2013.

La technique de Greffe de Tissu Adipeux (GTA) autologue est de plus en plus

couramment utilisée en reconstruction mammaire. La GT1A peut étre employée seule
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en plusieurs séries d'injections, pour une reconstruction mammaire totale, bien que
sa principale indication soit dans le cadre de corrections locales suite a une chirurgie

conservatrice ou a I'application d'une autre technique de reconstruction.

Cependant, le TA constitue une source de CSM, dont la multipotence conféere des
propriétés de régénération tissulaire, et est également responsable de la production
de cytokines pouvant interagir avec les cellules de la glande mammaire. Ces
différentes propriétés ont amené les chirurgiens a s'interroger sur des éventuelles
modifications de la physiologie du tissu mammaire local par le TA. En effet, ils se sont
notamment interrogés sur I'éventuelle favorisation par le TA de la tumorigenese, du
développement de tumeurs qui étaient encore trop petites pour étre détectables,

ou de la récidive tumorale.

Ces interrogations ont abouti d la mise en place d'études rétrospectives qui ont
permis de confirmer les tres bons résultats cliniques apportés par la GTA en
reconstruction fissulaire (Chan et al., 2008). Certaines de ces éfudes indiquaient
notamment que la GTA appliquée hors contexte post-tumoral n'interférait pas avec
la détection d’'un nouveau cancer du sein lors d’examens radiologiques (Coleman
and Saboeiro, 2007; Gosset et al., 2008; Zheng et al., 2008).

Par exemple, dans une étude portant sur plus de 150 patientes étudiées ayant recu
une GTA, moins de 4% ont présenté des complications mineures suite a la procédure
(Rietjens et al., 2011). Par ailleurs, parmi les patientes ayant recu une GTA apres une
chirurgie conservatrice, 6% ont engendré |'apparition d'évenements anormaux

observables en radiographie.

Cependant en 2007, la Société Francaise de Chirurgie Plastique, Reconstructrice et
Esthétique (SoFCPRE) a déclaré ne pas soutenir I'application de la GTA en
augmentation mammaire sur sein natif ou en reconstruction post-tumorectomie tant

que des études et des essais approfondis ne seraient pas réalisés.

Le cas cliniqgue rapporté par notre équipe d'une récidive locale et tardive
inattendue d'un ostéosarcome faisant suite & une Greffe de Tissu Adipeux (GTA;
Perrot et al., 2010), a permis d’apporter un nouveau regard et de nourrir le débat sur

la question du risque de récidive tumorale associé a la GTA.
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Parmi les recherches ayant découlé de ces interrogations, une étude rétrospective a
été mis en place avec 321 patientes ayant recu une GTA, chacune appariées avec
2 patientes au dossier comparable mais n'ayant pas recu de GTA (Petit et al., 2012).
Dans cette étude, I'incidence des récidives locales chez I'ensemble des patientes
ayant recu une GTA n'était pas différent de celle observée pour les autres patientes :
inférieur & 5% apres 3 ans (figure 70A). Cependant, dans le cas des patientes qui
avaient préalablement contracté une tumeur in sifu (canalaire ou lobulaire),
I'incidence des récidives était significativement accru chez les patientes qui avaient

ensuite recu une GTA (figure 70B).
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Figure 70 : Impact de la GTA sur la récidive locale du carcinome mammaire.

Graphiques représentant l'incidence cumulée de récidives locales de carcinome mammaire en fonction du
temps. Le suivi a été réalisé sur des patientes n’ayant pas demandé de reconstruction (groupe contréle : 568
personnes) et sur des patientes ayant recu une GTA (groupe GTA: 284 personnes) A- Suivi portant sur I'ensemble
des patientes de I’étude. B- Suivi réalisé sur les patientes qui avaient contracté un carcinome in situ (groupe
contréle : 74 personnes ; groupe GTA: 37 personnes). Extraits de Petit et al., 2012.

Une seconde étude a alors été réalisée, visant 177 patientes ayant contracté
inifialement un carcinome in situ. Face a chacune des 59 patientes ayant recu une
GTA et retenues parmi les dossiers de I'Institut Européen d’Oncologie, 2 patientes
n'ayant pas recu de GTA étaient sélectionnées pour la similarité de leur dossier (Petit
et al., 2013). Le calcul de I'incidence cumulée des récidives locales sur I'ensemble
des patientes confirmait I'observation de I'étude précédente : la GTA est associée a
un plus haut taux de récidives locales chez les patientes ayant contracté un
carcinome in situ. De plus, des sous-groupes de patientes ont été constitués en

fonction de leur dge et de I'agressivité de leur premiere tumeur (grade et indice
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mitotique). A partir des observations réalisées dans ces sous-groupes, I'incidence des
récidives apres une GTA était accrue chez des patientes de moins de 50 ans (figure
71A) ou qui présentaient un premier carcinome in situ de haut-grade (figure 71B) ou

avec un indice mitotique élevé (plus de 14% de cellules Ki-67+ ; figure 71C).
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Figure 71 : Effet de I'dge de la patiente, du grade et de l'indice Ki-67 de la tumeur initiale sur
la récidive locale du carcinome mammaire in situ aprés une GTA.

Graphiques représentant l'incidence cumulée de récidives locales de carcinome mammaire en fonction du
temps. L’incidence a été calculée en fonction de I'Gge des patientes au moment de la GTA (A), du grade (bas
grade G1 et G2 ; haut grade G3) de la tumeur initiale (B) et de I'indice Ki-67 de la tumeur initiale (C). Le nombre
de patientes n’ayant pas demandé de reconstruction (groupe No Lipofilling) et ayant recu une GTA (groupe
Lipofilling) est indiqué pour chaque sous-groupe (n). Extraits de Petit et al., 2013.

Le développement du carcinome mammaire peut engendrer une réaction
desmoplastique. Cette formation de tissu fibreux autour de la tumeur implique le
recrutement de nombreux précurseurs, en particulier de Cellules Souches

Mésenchymateuses (CSM).
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Figure 72 : Promotion de la croissance tumorale et de la dissémination métastatique des
CSMMo dans le carcinome mammaire.

Les tumeurs sont induites par la co-injection sous-cutanée de 500 000 cellules tumorales (MCF7/Ras, MDA-MB-
231, MDA-MB-435 ou HMLER) seules (groupes « alone ») ou avec 1,5 million de CSMmo (groupes « +MSCs »). A-
Suivi temporel du volume tumoral. Les résultats sont présentés en une moyenne de 5 a 8 individus par groupe.
B- Graphique présentant l'incidence métastatique pour chacune des lignées rapportée a la valeur du groupe
« alone ». C- Graphique montrant la migration et I'invasion des cellules MDA-MB-231 seules (groupe « vector »)
ou en présence de CCL5. D- Graphique montrant I'incidence métastatique modifiée par le blocage de CCL5. Un
anticorps anti-CCL5 ou contréle (IgG) ont été administrés chez des souris portant une tumeur induite par
'injection de cellules MDA-MB-231 seules (groupe « MDA », n = 9) ou avec des CSMmo (groupe « MDA+MSC »,
n =11). Les résultats sont une moyenne et les barres représentent les écart-types a la moyenne. * : p < 0,05 ; **
:p<0,01 ***:p <0,005. Extraits de (Karnoub et al., 2007)

Ainsi, une étude a montré que la co-injection de cellules de carcinome mammaire
avec des CSM dérivées de la Moelle Osseuse (CSMMO ; selon un ratio de 1/3)
accélérait la croissance tumorale uniquement pour les tumeurs induites par
I'injection de cellules MCF7 (figure 72A ; Karnoub et al., 2007). En revanche, pour
toutes les lignées cellulaires testées, I'incidence métastatique était augmentée en
présence de CSMMO (figure 72B). Cet effet des CSMMO sur la dissémination
métastatique pouvait étre véhiculé par la protéine CCL5 également appelée
RANTES (pour Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted),
puisque des expériences réalisées in vifro ont montré un effet pro-migratoire de la
molécule CCL5 sur les cellules MDA-MB-231 (figure 72C). In vivo, I'effet pro-migratoire

des CSMMO pouvait étre inhibé par un anticorps bloquant CCL5 (figure 72D).
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Dans le cas des CSM dérivées du TA (CSMTA), une étude a montré leur effet sur la
croissance et la dissémination métastatique du carcinome mammaire dans des
expériences de co-injection de cellules cancéreuses murines avec des CSMTA de
souris (Muehlberg et al., 2009). Dans cette étude, I'effet pro-métastatique des CSMTA
était véhiculé par la sécrétion de la protéine CXCL12 également appelée SDF-1

(pour Stromal-Derived Factor type 1).

A l'inverse, une étude portant sur des CSM dérivées de peau feetale humaine a
montré un effet anti-tumoral sur le carcinome mammaire (Qiao et al., 2008). Des
expériences in vivo de co-injection de cellules tumorales avec des CSM montraient
gue les CSM retardaient la détection des tumeurs (de 14 jours). In vitro, I'ajout de
milieu conditionné par des CSM (MC-CSM) a des cellules tumorales en culture

réduisait leur prolifération.

L'effet des CSMTA sur la croissance des cellules de carcinome mammaire doit étre
etudié plus en détails pour déterminer si I'apport de CSMTA lors d’une GTA suite a un
carcinome mammaire constituerait un éventuel risque de récidive tumorale. Cette
récidive pouvant étre le fait de la présence de Cellules Souches Cancéreuses (CSC)

apres le traitement anti-tumoral et capables de former une nouvelle tumeur.

A partir du carcinome mammaire de 8 patients, des cellules ont été isolées pour leur
fort potentiel tumorigene : 100 de ces cellules suffisaient a induire la formation d'une
tumeur chez la souris immuno-déficiente quand plus de 10 000 des autres cellules ne
formaient aucune masse tumorale (Al-Hajj et al., 2003). Les cellules tumorales
hautement tumorigenes étaient caractérisées en cytométrie en flux par I'expression
de la protéine CD44 et I'absence d'expression du marqueur hématopoiétique CD24.
CD44 est le récepteur a I'acide hyaluronique, une de ses isoformes est responsable
du tropisme vers la moelle osseuse des cellules souches mésenchymateuses et
hématopoiétiques (Sackstein et al., 2008). Les cellules de carcinome mammaire au
phénotype CD44*/CD24  pourragient donc étre identifiées comme des Cellules

Souches Cancéreuses (CSC).
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Figure 73 : Propriétés de CSC chez une sous-populatioln de la lignée cellulaire MDA-MB-231.

Deux sous-groupes de cellules (ALDH’”, CD44’, €D24™ et ALDH®", CD44’, CD24") ont été isolés & partir de la
lignée MDA-MB-231. Cing-cent-mille cellules de chaque sous-groupe ont été injectées dans la glande mammaire
de souris immuno-déficientes (n = 4). A- Suivi temporel de la croissance tumorale moyenne. B- Graphique
montrant le nombre moyen de métastases pulmonaires. C- Graphique montrant l'incidence métastatique
moyenne en fonction des tissus. * : p < 0,05. Extraits de Croker et al., 2009.

Des CSC ont pu étre isolées a partir de lignées cellulaires de carcinome mammaire
humain (MDA-MB-231 et MDA-MB-468), en fonction de leur phénotype membranaire
(CD44+/CD24- et CD44*/CD133*, respectivement) et de leur activité de I'enzyme
ALDH (ALDHN ; Croker et al., 2009). Les propriétés de CSC ont été identifiées dans ces
sous-populations cellulaires par des tests de clonogénicité et de migration in vitro. De
plus, les CSC isolees a partr de la lignée MDA-MB-231 (phénotype
ALDHN/CD44+/CD24") induisaient une formation tumorale plus rapide lorsqu’elles
étaient injectées chez des souris immuno-déficientes (figure 73A) ainsi qu'une
dissémination métastatique plus forte vers le poumon (figure 73B) et une incidence

métastatique globale accrue (figure 73C).

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) peut étre définie comme la propriété
de former des cellules mésenchymateuses a partir de cellules épithéliales. Durant la
progression tumorale, I'acquisition d'une plasticité et la dédifférenciation de cellules
de carcinome est un cap permeftant I'invasion des fissus voisins de la tumeur et la

dissémination métastatique (Thiery, 2003).
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Dans le cas de cellules épithéliales non-tumorigénes de la glande mammaire, le
phénotype de cellules souches était associé in vitro avec I'expression de marqueurs
de la TEM (figure 74 ; Mani et al., 2008).

E-cadhérine fibronectine vimentine

CD44-/CD24*

CD44+/CD24-

Figure 74 : Expression de marqueurs de la TEM par des cellules non tumorigénes aux
caractéristiques de cellules souches.

Images d’immunofluorescence sur deux populations de cellules épithéliales dérivées de glande mammaire
humaine : CD44'/CD24" et CD44"/CD24" aux caractéristiques de cellules souches. Les cellules ont été marquées
par des anticorps couplés a un fluorochrome et dirigés contre les protéines E-cadhérine (marqueur épithélial),
fibronectine et vimentine (marqueurs mésenchymateux). Extrait de Mani et al., 2008.

Ainsi des cellules CD44+/CD24- présentaient les caractéristiques de cellules ayant
effectué la TEM : baisse de I'expression de la protéine d'ancrage E-cadhérine,
spécifique des tissus épithéliaux, associée d une hausse de I'expression de marqueurs

mésenchymateux comme la vimentine ou la fibronectine.

Un des acteurs de la TEM dans les cellules tumorales est la protéine c-myc. Le gene
MYC codant pour la protéine c-myc est fréquemment impliqué dans les processus

d’initiation tumorale (Cho et al., 2010).

Par exemple, dans le cancer de la prostate, les propriétés de clonogénicité in vitro
et de tumorigénicité in vivo de CSC CD133*/CD24- sont inhibées par le blocage de
I'expression de MYC (Goodyear et al.,, 2009). De plus, le blocage de c-myc par
I'utilisation d'un shRNA empéche la TEM induite par le TGF-p dans les cellules de

carcinome prostatique humain (Amatangelo et al., 2012).
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Figure 75 : Induction de la TEM par surexpression de c-myc dans des cellules épithéliales.

Des cellules non-tumorigénes de I'épithélium mammaire MCF10A ont été modifiées pour exprimer la protéine
GFP (GFP-MCF10A, contréle) ou la protéine c-myc (c-Myc-MCF10A). A- Images de détection par Western Blot
des protéines E- et N-cadhérine. B- Graphique montrant la migration des cellules MCF10A en conditions
standard (-) ou en réponse a la stimulation a I'EGF (Epidermal Growth Factor). Les résultats sont une moyenne
(n = 4) et les barres représentent les écart-types. ** : p < 0,01. C- Images de détection par Western Blot des
formes totale et nucléaire (activée) de la protéine Snail. Extraits de Cho et al., 2010.

Dans le cas du tissu mammaire, la surexpression du gene MYC dans des cellules
épithéliales non-tumorigenes MCF10A (Cho et al., 2010) suffit a induire la baisse de
I'expression de la E-cadhérine, la hausse de I'expression de la N-cadhérine (figure
75A) et la hausse des capacités de migration des cellules (figure 75B). La TEM serait
activée par c-myc en augmentant notamment I'expression et I'activité du facteur

de transcription Snail (figure 75C).

Notre laboratoire n'étant pas spécialisé dans I'étude des cancers du sein, nous
avons collaboré avec I'équipe 8 du Centre de Recherche en Cancérologie de
Nantes-Angers (CRCNA ; INSERM U892) et plus particulierement avec le Docteur
Sophie Barillé pour choisir 2 lignées cellulaires humaines représentatives du cancer
du sein et fréquemment employées dans la littérature : MDA-MB-231 et MCF7. Les
premieres, MDA-MB-231 (figure 76A), sont issues d'un carcinome triple négatif, qui

représente 10 a 15% des cancers du sein et qui est plus agressif (Dent et al., 2007). Les
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MCEF7 représentent quant-a-elles un carcinome invasif moins agressif, plus frequent

et avec des caractéristiques épithéliales plus marquées (figure 76B).

Figure 76 :Cellules de carcinome mammaire en culture
Images de microscopie montrant I'aspect des cellules MDA-MB-231 (A) et MCF7 (B). Barre : 100 um. Extraites
du site de I’ATCC (lgcstandards-atcc.org).

Le but de ce travail a été de transposer les observations sur I'interaction du TA et des
CSMTA avec les cellules d'ostéosarcome au carcinome mammaire, plus
frequemment associé a I'utilisation de la GTA. Ainsi, I'impact des facteurs solubles
produits par le TA et les CSMTA sur la prolifération des cellules de carcinome
mammaire a été observe et les voies de signalisation potentiellement impliquées ont
été étudiées.

La récidive d'un carcinome mammaire suite & une GTA implique que des CSC aient
été stimulées par un composant du TA greffé. Le modele de culture en conditions de
perte d'adhérence favorisant I'acquisition in vitro de caractéristiques de CSC par les
cellules tumorales a donc été utilisé pour étudier I'éventuel impact des facteurs

solubles du TA et des CSMTA sur la quiescence des cellules de carcinome mammaire.

En parallele, un modele de carcinome mammaire in vivo a été mis en place chez la
souris pour observer I'impact du TA et de ses facteurs solubles sur le développement

tumoral.

Enfin, I'impact de la variabilité du mode de prélevement du TA en vue d’'une GTA a
été étudié sur les cellules de carcinome mammaire. En effet, avant d’étre aspiré, le
TA ne recoit pas les mémes traitements en fonction de la zone prélevée et du
chirurgien pratiquant I'intervention. Cette différence de traitement peut notamment

avoir une influence sur la production de facteurs solubles par le TA.
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MATERIELS ET METHODES

La lignée de cellules MCF7 est dérivée de I'épanchement pleural d'un carcinome
mammaire survenu sur une femme de 69 ans. Ces cellules ont gardé un aspect et
des propriétés épithéliales et expriment les récepteurs aux oestrogenes et a la
progestérone (Soule et al., 1973) Elles sont référencées par I' American Type Culture
Collection (ATCC) sous le numéro HTB-22.

Les cellules de la lignée MDA-MB-231 sont elles-aussi dérivées d'une métastase
pleurale d'un adénocarcinome mammaire (numéro ATCC : HTB-28), celui-ci étant
survenu chez une femme de 51 ans. Ces cellules n’expriment pas les réecepteurs aux

cestrogenes et a la progestérone (Cailleau et al., 1974).

Les méthodes d’amplification et de culture cellulaire standard étaient les mémes

que celles décrites dans la Partie |, section Matériel et Méthodes.

La formation d'oncospheres en conditions de pertes d'adhérence était obtenue

comme dans la Partie |, section Matériel et Méthodes.

Les Milieux Conditionnés de Tissu Adipeux (TA) ou de Cellules Souches
Mésenchymateuses du TA (CSMTA) en culture étaient obtenus comme décrit dans la

section Matériel et Méthodes des Parties | et Il, respectivement.
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La viabilité cellulaire, évaluée par mesure de I'activité mitochondriale, et
I'observation du cycle cellulaire en cytométrie en flux ont été réalisées comme

décrit dans la Partie |, section Matériel et Méthodes.

Les conditions d’extraction des ARN, de rétrofranscription et d'amplification

qguantitative étaient similaires a celles décrites dans la partie |, Matériel et Méthodes.

Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le tableau 2 en Annexes.

Les protocoles utilisés pour I'extraction et le dosage des protéines, ainsi que pour la
réalisation des Western Blot étaient les mémes que ceux décrits dans la partie |,

section Matériel et Méthodes.

Pour évaluer le potentiel migratoire des MCF7, 200 000 cellules ont été ensemencées
dans des inserts de culture & pores de 8 um, permettant le passage de cellules, et
cultivées en milieu aMEM standard supplémenté avec 1 % de SVF au-dessus d'un
puits contenant le milieu d'intérét. Apres 24 heures de culture, les inserts étaient
rincés avec du PBS et les cellules étaient fixées pendant 5 minutes en présence de
glutaraldéhyde 1%. Les cellules restées a I'intérieur de I'insert étaient enlevées a
I'aide d'un coton-tige et les inserts étaient d nouveau rincés avec du PBS. Les
membranes plasmiques des cellules ayant traversé les pores de I'insert ont alors été
colorées par une solution de crystal violet pendant 5 minutes. Les inserts étaient enfin

rincés a I'eau distillée puis séchés.
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Toutes les manipulations ont été menées au sein de l'unité de Thérapie
Expérimentale de Nantes (UTE, plateau technique de la faculté de médecine de
Nantes), et dans le respect des directives de la communauté européenne validées

par le comité d’éthique local.

Les animaux utilisés dans les modeles précliniques décrits par la suite étaient des
femelles &gées de 9 semaines. Ces souris sont issues de la souche NMRI Nu/Nu
(nude), leur systeme immunitaire déficient permettant de limiter leur réaction suite a
I'injection de cellules humaines. Les expérimentations sur les souris ont été initiées

apres une semaine d'acclimatation.

Le modele de carcinome mammaire chez la souris était induit par 2 millions de
cellules de carcinome mammaire MDA-MB-231 ou MCF7. Les cellules étaient
injectées soit directement dans le 4¢me canal galactophore gauche ; soit dans le
Tissu Adipeux de la 3¢me glande mammaire droite apres résection du 5éme canal

galactophore droite a I'aide d'un bistouri électrique.

Pour l'induction tumorale, les souris étaient anesthésiées par inhalation d'un
mélange d'air et d'isoflurane (2,5%, Flucka) avec un débit de 1 L/min, puis placées
sous une lampe chauffante. La zone d'injection était désinfectée par I'application
d’une solution iodée (Bétadine). Les animaux recevaient alors une injection de 50 pL
de suspension cellulaire de PBS contenant 2 millions de cellules tumorales diluée au
2 dans du Matrigel (R&D).

Dans le cas des souris ayant recu une injection de cellules MCF7, une
complémentation hormonale était nécessaire puisque ces cellules présentent des
récepteurs aux hormones stéroidiennes et leur développement in vivo est hormono-
dépendant. Un implant libérant de maniere prolongée du 17p-oestradiol (Innovative

Research of Amierica) était placé en sous-cutané au niveau de I'épaule gauche.
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La surveillance de I'évolution du volume tumoral ainsi que I'euthanasie étaient
réalisées selon les mémes méthodes que décrit dans la Partie I, section Matériel et
Méthodes

L'identification des cellules en prolifération par marquage immuno-histochimique de
la protéine Ki-67 a été réalisée comme décrit dans la Partie |, section Matériel et
Méthodes.
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RESULTATS

Pour évaluer I'impact des facteurs solubles produits par le tissu adipeux sur la
croissance des cellules de carcinome mammaire, des prélevements de TA ont été
placés dans des inserts de culture au-dessus de puits contenant du milieu standard
sans facteur de croissance (voir partie 1). Les inserts utilisés présentent des pores de 3
UM qui ne laissent passer que les facteurs solubles et pas les cellules. Apres 24 h, le
milieu ainsi récupéré est appelé Milieu Conditionné de Tissu Adipeux (MCTA) et peut

étre ajouté a des cellules en culture.

Des tests de prolifération ont été réalisés sur des cellules de lignées humaines de
carcinome mammaire MCF7 et MCD-MB-231 cultivées pendant 24 h en présence du
traitement d'intérét et dans des conditions standard d'adhérence au plastique. Les
cellules avaient au préalable été privées de sérum de veau feetal (SVF) durant une
nuit (16 h) dans le but d’augmenter leur prolifération en réponse a I'apport de
facteurs de croissance. Des milieux conditionnés par la graisse de 3 donneurs

différents ont été ajoutés aux cellules en culture.

Les cellules traitées avec du milieu standard supplémenté en SVF, utilisé en guise de
contréle positif pour I'activation de la prolifération, avaient une croissance cellulaire
augmentée de 20 & 140% (respectivement pour les cellules MDA-MB-231 et MCF7)
par rapport & du milieu standard (CT, figure 77). Lorsqu’elles étaient cultivées en
présence de MCTA, les cellules avaient une prolifération augmentée d’'au moins 40%
par rapport a la valeur contréle. Cet effet pro-prolifératif du MCTA était observé dans
les 2 lignées cellulaires de carcinome mammaire étudiées et pour les 19

prélevements de TA récupérés et testés.

134



Résultats

MCF7 MDA-MB-231
250 T 250 ]
200 ] = 200
= =
O ] I 5} ]
LT || T L1 R || S 8
2 g 2
© ©
> J > 4
L 4 T 4
2 100 FopEgef e el fe 2 100 - Ff - feef e ]
X E x 4
50 F | freeee i e 50 o b b
0 0
CT  10%SVF  n°l n°2 n°3 T 10%SVF  n°1 n°2 n°3
50% MCTA 50% MCTA

Figure 77 : Prolifération de cellules de carcinome mammaire en présence de MCTA.

Graphiques représentant la prolifération des cellules de 2 lignées humaines de carcinome mammaire (MCF7 et
MDA-MB-231). La prolifération est évaluée par analyse de l'activité mitochondriale, observée par test WST-1.
Les cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF ou milieux conditionnés de TAn°1 a 3
provenant de 3 donneurs) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les résultats sont exprimés en %
de la valeur CT et sont représentatifs de 20 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Afin de mieux caractériser cet effet pro-prolifératif des MCTA sur les cellules de
carcinome mammaire, des expériences d’analyse de la répartition des cellules dans
les différentes phases du cycle cellulaire ont été réalisées (figure 78). Cette
répartition des cellules était visualisée gréce au marquage de I'ADN par I'iodure de

propidium, un intercalant fluorescent, et observée par cytométrie en flux.

La répartition dans les différentes phases du cycle cellulaire des cellules MCF7
cultivées en présence de milieu contréle (CT) était la suivante: 54% des cellules
étaient en phase Go/G1, 26% en phase S de replication et 20% en phase G2/M de
préparatfion a la mitose (figure 78A). L'ajout de SVF (figure 78B) provoquait une
augmentation de la part de cellules en phase de préparation & la mitose G2/M (+
10%),une hausse du nombre de cellules en phase de réplication S (+ 16%) et une
diminution du nombre de cellules en phase d'initiation Go/G1 (- 27%). Lorsque les
cellules étaient cultivées en présence de MCTA (figure 78C), la part de cellules en
phase Go/G: était aussi réduite de 25% par rapport & la condition CT et
I'augmentation du nombre de cellules en phase G2/M était plus marquée qu’en
présence de SVF (+ 20%) tandis que la hausse de la part de cellules en phase $S était
moins marquée qu'avec du SVF (+ 10%). Ces résultats semblaient indiquer que le

MCTA provoquait une progression du cycle cellulaire similaire au SVF, avec des
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cellules qui passeraient plus rapidement de la phase de réplication S a la phase de

préparation a la mitose G2/M.
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Figure 78 : Cycle cellulaire de cellules MCF7 en présence de MCTA.

Graphiques représentant la quantité d'ADN par cellule, observée par cytométrie en flux grdce au marquage de
I'ADN a l'iodure de propidium. Les cellules ont été cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF ou
MCTA) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les % indiquent la part de cellules dans chacune des
différentes phases du cycle cellulaire. Ces résultats sont représentatifs de 7 expériences.

Parmi les composants du TA, les CSMTA ont montré un effet sur la croissance des

cellules d'ostéosarcome (voir partie Il), I'implication de ces cellules et plus

136



Résultats

particulierement de leurs facteurs solubles et secrétés, sur la croissance des cellules
de carcinome mammaire a donc été observée (figure 79). Le milieu conditionné par
des CSMTA en culture (MC-CSMTA) a été ajouté a des cellules MCF7 en culture.
L'ajout de CSMTA avait pour effet d’augmenter la prolifération des cellules MCF7
d’environ 100%. Lorsque les CSMTA avaient préalablement été engagées dans la
voie de différenciation adipocytaire (voir partie ll), leur effet sur la prolifération était
quasiment supprimé. Ces résultats indiquent que les facteurs solubles produits par les
CSM du TA pourraient étre plus impliqués dans I'effet pro-prolifératif du TA sur les

cellules MCF7, que les facteurs solubles produits par les adipocytes.
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Figure 79 : Impact du niveau de différenciation adipocytaire des CSMTA sur leur effet pro-
prolifératif observé sur les cellules MCF7.

Graphique représentant la prolifération des cellules MICF7 cultivées 24 h en présence de SVF ou de MC- CSMTA
dilués dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les CSMTA avaient préalablement été cultivées en milieu
standard (Ctrl) ou différenciées en adipocytes (Diff). La prolifération des cellules tumorales est évaluée par
analyse de l'activité mitochondriale, observée par test WST-1. Les résultats sont exprimés en % de la valeur CT
et sont représentatifs de 9 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Parmi les possibles acteurs de |'effet pro-prolifératif du MCTA sur les cellules MCF7, la
leptine a été dosée dans le MCTA (voir partie |). De plus, la leptine est décrite
comme ayant un effet pro-prolifératif sur les cellules de carcinome mammaire,
faisant intervenir la voie de signalisation STAT3 et ERK1/2 (Dieudonne et al., 2002;
Saxena et al., 2007).
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Figure 80 : Activation des voies de signalisation STAT et ERK1/2 par le MCTA dans les cellules
MCF7.

Images de détection par Western Blot des formes phosphorylées et totales des protéines STAT3 et ERK1/2.

Les cellules MICF7 ont été cultivées en présence du traitement indiqué (SVF ou MCTA) dilué dans du milieu sans
facteurs de croissance (CT). La détection de l'actine-B permet de vérifier le chargement d'une quantité
homogéne de protéines entre les différents puits.

Un Western Blot a permis d’'observer que le MCTA pouvait activer la phosphorylation
des protéines STAT3 (sur Tyr705) et ERK1/2 (sur Thr202/Tyr204) des 10 min et que cette

activation était plus marquée qu’en présence de SVF (figure 80).
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Figure 81 : Implication de Ila leptine dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les cellules MCF7.
Graphique représentant la prolifération de cellules MCF7 cultivées 24 h en présence du traitement indiqué
(MCTA ou leptine) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les résultats sont exprimés en % de la
valeur CT et sont représentatifs de 3 manipulations. Les barres représentent les écart-types.
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De la leptine recombinante a donc été ajoutée a des cellules tumorales dans un test
de prolifération, mais la cytokine n'induisait pas de hausse de la prolifération (figure
81). Du MCTA a été utilisé comme contréle de I'activation de la prolifération. Ces
expériences semblaient indiquer que la leptine n'était pas impliguée dans |'effet
pro-prolifératif du MCTA sur les cellules MCF7.

Pour savoir si I'effet du MCTA sur la prolifération des cellules MCF7 faisait intervenir les
protéines STAT et ERK1/2, des inhibiteurs chimiques spécifiques ont été utilisés (AG490
et UO126 respectivement) dans des tests de prolifération (figure 82). Lorsque
I'inhibiteur de la voie STAT AG490 était ajouté a des cellules MCF7 (figure 82A), la
prolifération induite par le SVF et le MCTA n’étaient pas diminuées de maniére dose-
dépendante. De plus, I'inhibition de la prolifération induite par I'AG490 ne suffisait

pas a ramener la prolifération des cellules MCF7 & la valeur CT.
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Figure 82 : Implication des voies de signalisation STAT et ERK1/2 dans I'effet pro-prolifératif du
MCrA sur les cellules MCF7.

Graphiques représentant la prolifération de cellules MICF7 cultivées 24 h en présence du traitement indiqué (SVF
ou MCTA) dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) et supplémenté en AG490 (A) ou en UO126 (B).
L’AG490 et 'UO126 sont des inhibiteurs chimiques de la phosphorylation des protéines STAT et ERK1/2
respectivement. Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 4
manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Dans le cas de la voie ERK1/2, I'inhibiteur UO126 provoquait une baisse dose-
déependante de la prolifération induite par le SVF et le MCT1A (figure 82B). La baisse
de la croissance cellulaire induite par la MCTA en présence de faibles concentrations
d’'inhibiteur (5 uM) n'était cependant pas assez marquée pour ramener la valeur de

prolifération & la valeur CT. Ces résultats semblaient indiquer que les voies de
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signalisation STAT et ERK1/2 ne sont pas impliquées dans I'effet pro-prolifératif du
MCTA sur les cellules MCF7.

Modélisation de la quiescence in vitro et impact du MCTA

Figure 83 : Photographies de cellules MCF7 cultivées en condifions d'adhérence ou en
oncosphéres.

Les cellules MICF7 ont été photographiées en conditions normales d'adhérence au plastique (A) ou apres 3 jours
de culture en conditions de perte d'adhérence (B).

Les cellules MCF7 ont été cultivées en conditions de perte d’adhérence pour induire
la formation d’oncosphéres (figure 83). Ce mode de culture favorise I'acquisition par

les cellules de marqueurs de Cellules Souches Cancéreuses (CSC).
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Figure 84 : Influence de la culture en oncosphéres sur I'expression génique de marqueurs de
CSC par les cellules MCF7.

Graphique représentant I'expression génique des cellules MICF7 cultivées en oncosphéres (3-D) relative a celle de
cellules cultivées en conditions d'adhérence (2-D). Les résultats exprimés sont des moyennes de 3 valeurs et
représentent 11 expériences. Les barres représentent les écart-types.
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Dans le cas des cellules MCF7, I'acquisition de ces marqueurs a été observée par RT-
PCR. La culture en oncosphéres provoquait une hausse de I'expression des genes
MYC, CD44 et VIM, respectivement 5, 8,5 et 9,5 fois le niveau d’expression dans des

cellules cultivées en conditions d’adhérence (figure 84).

Une des caractéristiques des CSC de carcinome mammaire est la Transition
Epithélio-Mésenchymateuse (TEM). Cette TEM est induite par I'action de facteurs de
transcription clefs, provoquant notamment un remaniement des protéines
d'adhérence qui aboutit a I'augmentation de la mobilité cellulaire et a la

dissemination métastatique (figure 85 ; Smit et al., 2009).

Snail — E-cadhérine — TEM — meétastases

Twist

—>
tumorigenése

—> active — inhibe —> favorise

Figure 85: Schéma de la voie d'induction de la TEM dans les cellules de carcinome
mammaire.
Adapté de (Smit et al., 2009).

Dans le cas des cellules MCF7, la culture en oncospheres (3-D, figure 86A) par apport
a la culture monocouche (2-D) induisait une augmentation de I'expression des
génes des facteurs de franscription impliqués dans la TEM : TWIST] et 2 et SNAII
(respectivement x 5, x 2 et x 3) et une forte baisse de I'expression du géne codant
pour la E-cadhérine, CDHI (x 0,005). Ces résultatfs indiquaient que la culture en
conditions de perte d'adhérence favorisait I'acquisition de marqueurs de CSC et de
la TEM par les cellules MCF7.
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Figure 86 : Influence de la culture en oncosphéres et du MCTA sur I'expression génique de
marqueurs de la TEM par les cellules MCF7.

A- Graphique représentant I'expression génique des cellules MCF7 cultivées en oncosphéres (3-D) relative a celle
de cellules cultivées en conditions d'adhérence (2-D). B- Graphique représentant |'expression génique des
cellules MCF7 cultivées en oncospheres en présence de MCTA (MCTA) relative a celle de cellules cultivées en
oncosphéres sans facteurs de croissance (CT). Les résultats exprimés sont des moyennes de 3 valeurs et
représentent 7 expériences. Les barres représentent les écart-types.

L'ajout de MCTA a des cellules MCF7 cultivées en oncospheres provoquait une
hausse de I'expression du gene TWIST2 (x 2,5) associée a une baisse de I'expression
des génes SNAI2 et CDHI1 (x 0,6 et x 0,2 respectivement ; figure 86B). L'expression du
géne TWIST] n'était pas modifiée. L'augmentation de I'expression de TWIST2 et la
diminution de celle de CDH1 pourraient indiquer que le MCTA favorisait I'acquisition

de marqueurs de la TEM dans les cellules MCF7 cultivées en oncospheres.

La TEM se fraduit par une hausse de la mobilité cellulaire, qui peut étre observée par
des expériences de migration. Les cellules sont placées dans un insert a pores de 8
um et sont incubées 24 h (figure 87A). A I'issue du traitement, les cellules restées &
I'intérieur de I'insert sont enlevées et celles ayant migré vers |'extérieur de I'insert sont
fixées puis colorées au crystal violet. Il est alors possible de quantifier la migration
cellulaire de maniere relative en évaluant la part de la surface de I'insert colorée
par le crystal violet. Afin de déterminer si un fort signal est d0 & une forte migration ou
a une prolifération des cellules ayant migré, du TGF-p est utilisé comme témoin. En

effet cette cytokine n'induit pas de prolifération sur les cellules de carcinome
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mammaire mais active la TEM et la migration (Meulmeester and Dike, 2011; Chen et
al., 2015).
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Figure 87 : Capacité de migration des cellules MCF7 et impact du MCTA.

A- Schéma du principe du test de migration. B- Graphique représentant la quantification relative de la migration
des cellules MICF7. Les cellules ont été cultivées 24 h en présence de SVF, de TGF-8 ou de MCTA issus de 3
donneurs différents (n°1 a 3). Les traitements étaient dilués en milieu sans facteurs de croissance (CT). Les
résultats sont une moyenne de 4 mesures et représentent 10 expériences. Les barres représentent les écart-
types. Une image représentative de chaque moyenne est indiquée sous chaque condition (grossissement X 40).

La présence de facteurs de croissance (SVF) ou d'un inducteur de la migration (TGF-
B) augmentait la quantité de cellules a I'extérieur de l'insert par rapport & la
condition contréle (CT; + 40 et 35% respectivement; figure 87B). En revanche,
aucun des MCTA testés (3 sont présentés sur 4 testés) n'était capable d’'augmenter
la part de cellules colorées a I'extérieur de l'insert. Les facteurs solubles du tissu
adipeux ne pouvaient donc pas induire la migration des cellules MCF7 en conditions

normales d'adhérence.

Les expériences de migration ont été renouvelées sur des cellules MCF7 aprées que
celles-ci aient été cultivées en oncospheres (figure 88A). Apres 3 jours de culture en
conditions de perte d'adhérence, les cellules MCF7 présentaient une capacité de
migration réduite par rapport & des MCF7 non cultivées en oncospheres (- 7% ; figure
88B). Aprées culture en oncospheres, |'ajout de SVF ne provoquait plus de hausse de
la migration des cellules MCF7 (- 5%). Enfin, le MCTA n’induisait pas de changement

observable dans la capacité des cellules MCF7 a migrer vers |'extérieur de I'insert (-
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5%). La culture en oncospheres des MCF7 avait pour effet d’'inhiber leurs capacités

de migration.
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Figure 88 : Impact de la culture en oncosphéres des MCF7 sur leur capacité de migration.

A- Schéma du principe du test de migration. B- Graphique représentant la quantification relative de la migration
des cellules MCF7 cultivées 24 h en présence de SVF ou de MCTA dilués dans du milieu sans facteurs de
croissance (CT). Les cellules MCF7 avaient préalablement été cultivées en conditions d’adhérence (2-D) ou en
conditions de perte d’adhérence (3-D). Les résultats sont une moyenne de 4 mesures et représentent 6
expériences. Les barres représentent les écart-types. Une image représentative de chaque moyenne est indiquée
sous chaque condition (grossissement X 40).

Une proprieté importante des CSC est la quiescence, caractérisée par une sortie des
cellules du cycle cellulaire (phase G1 vers Go) et illustrée par la perte de I'expression
de la protéine Ki-67. La quiescence cellulaire peut étre évaluée par cytométrie en
flux gréce G un marquage de la protéine Ki-67 par un anticorps couplé a un

fluorochrome, conjointement & un marquage de I'ADN par I'iodure de propidium.
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Figure 89 : Observation de la quiescence de cellules MCF7 en sphéres et effet de I'ajout de
MC de TA et de CSMTA.

Les cellules MICF7 étaient cultivées en conditions d'adhérence (2-D) sans facteurs de croissance (CT, A) ou en
présence de SVF (B). Les cellules MCF7 étaient ensuite cultivées pendant 3 jours en conditions de perte
d'adhérence sans facteurs de croissance (3-D) pour induire la formation d'oncosphéres (C). Une fois en
oncosphéres, les cellules étaient traitées pendant 48 h avec du SVF (D) du MC- MCTA (E) ou du MC-CSMTA (F),
dilués dans du milieu sans facteurs de croissance. Les graphiques sont représentatifs de 6 expériences.

Cultivées en conditions standard d’adhérence, moins de 15% des cellules MCF7 sont
négatives pour la détection de la protéine Ki-67. Parmi les 85% restant, 27% étaient
réparties dans les différentes phases du cycle cellulaire S/G2/M (figure 89A). Le
pourcentage de cellules en S/G2/M s'élevait O 44% lorsque les cellules étaient
traitées avec du SVF (figure 89B). La culture en conditions de perte d'adhérence
provoquait une hausse de la part de cellules n’exprimant pas la protéine Ki-67 (Ki-67-
; de 14,5% & 27%, figures 89A et 89C) et la plupart des cellules exprimant la protéine
Ki-67 (Ki-67%) se situaient en phase G (54%). Dans ces conditions, I'ajout de SVF ne
provoquait pas de réelle différence sur I'expression de Ki-67 et la répartition dans les
différentes phases du cycle des cellules MCF7 (figure 89D). En revanche, I'ajout de
MCTA induisait une baisse de la part de cellules n'exprimant pas la protéine Ki-67 (-
13% ; figure 8%E), au profit d’'une augmentation de la part de cellules en phase G (+
10%). Seulement une légere hausse de la part de cellules engagées dans les phases

S/G2/M du cycle cellulaire (+ 2%) était observée. De méme, les facteurs solubles de
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CSM du TA pouvaient également réduire la part de cellules Ki-67- (- 8% ; figure 89F
par rapport a figure 89C). Ces résultats montrent que les milieux conditionnés par le
TA et par les CSM du TA pouvaient induire une baisse de la quiescences des cellules

MCF7 cultivées en oncosphéres.

Des marquages immuno-histochimiques ciblant la protéine Ki-67 ont été réalisés sur
des oncospheres formées par des MCF7 (figure 90A) et ont montré une hausse de la
part de cellules Ki-67* en présence de MCTA par rapport da la condition CT (+ 28% ;
figure 90B). Ces résultats viennent soutenir I'effet des facteurs solubles du Tissu
Adipeux sur la sortie de quiescence des cellules de carcinome mammaire, déja

observé précédemment par cytométrie en flux.
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Figure 90 : Observation de la prolifération de cellules MCF7 cultivées en oncosphéres.

Les cellules MCF7 ont été cultivées en conditions de perte d'adhérence pendant 3 jours sans facteurs de
croissance, puis on été maintenues pendant 48 h dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) ou traitées
pendant 48 h avec du MCTA (MCTA). A- Images d'un marquage immuno-histochimique de la protéine Ki-67 sur
des cellules HOS en conditions CT ou MCTA. B- Graphique représentant le % de cellules MCF7 positives pour la
détection de la protéine Ki-67. Les résultats sont une moyenne de 6 comptages sur plus de 2500 cellules chacun.
Les barres représentent les écart-types.

Pour observer |I'effet du TA sur le développement du carcinome mammaire in vivo,
I’établissement d'un modele préclinique orthotopique était nécessaire. Deux lignées

humaines de cellules tumorales, MCF7 et MDA-MB-231 ont été utilisées, mélangées a
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du Matrigel afin d’éviter leur dispersion lors de I'injection. Deux modes d’'induction
tumorale ont été testés (figure 91A): une premiere par injection dans la partie
adipeuse de la glande mammaire inguinale droite (intra-glandulaire), et une

seconde par injection dans le 4¢me canal galactophore gauche (intra-canalaire).

La premiere méthode d'induction par injection intfra-glandulaire est la plus
couramment pratiquée mais implique un geste chirurgical pour rendre accessible la
glande mammaire. De plus, I'injection dans le tissu adipeux donne naissance a une
tumeur G proximité des vaisseaux sanguins du stroma, ce qui peut conduire a la

formation de nombreuses métastases.

Lorsque les souris recevaient une injection intra-glandulaire de cellules MCF7 (figure
91B), 3 sur 4 développaient une tumeur palpable a partir du 35éme jour ; la 4éme n'a
jamais produit de masse observable. Les 3 tumeurs en formation se sont
développées de maniere progressive jusqu’au 60éme jour. La croissance des tumeurs
s'est ensuite révélée variable entre les 3 animaux avec un volume tumoral allant de

225 a 825 mm3 a 80 jours.

Parmi les 4 souris injectées en intfra-glandulaire avec des cellules MDA-MB-231 (figure
?1C). seules 2 ont contracté une tumeur. Une des 2 tumeurs était observable des le
20eme jour et s'est développée de facon trés rapide pour atteindre pres de 4000 mm3
au 47éme jour, obligeant I'euthanasie de I'animal. La 2nde tumeur s'est formée plus
tardivement, aprés 60 jours, mais tout aussi rapidement (+ de 1000 mm?3 en moins de

20 jours).
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Figure 91 : Induction d’'un modéle de carcihnome mammaire humain orthotopique chez la
souris.

Des cellules de carcinome mammaire humain MCF7 et MDA-MB-231 ont été injectées a des souris nudes de 2
maniéres différentes: dans le tissu adipeux de la glande mammaire inguinale droite (intra-glandulaire), ou dans
le 4eme canal galactophore gauche (intra-canalaire). A- Schéma illustrant les 2 modes d’induction tumorale. Le
suivi temporel du développement tumoral est représenté graphiquement pour les tumeurs induites par injection

intra-glandulaire de cellules MCF7 (B) et MDA-MB-231 (C) et par injection intra-canalaire de cellules MCF7 (D)
et MDA-MB-231 (E).

Le second mode d’induction par injection intra-canalaire évite la chirurgie et permet
le développement d'un carcinome canalaire in situ. Les cellules tumorales proliferent
au sein de l'arborescence des canaux galactophores avant d’envahir les tissus

environnants.
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Les cellules MCF7 induisaient la formation d'une tumeur dans les 4 souris injectées en
infra-canalaire (figure 21D). Le développement des tumeurs, observables & partir du
35¢éme jour, était tres lent jusqu’au é0eme jour puis s’accélérait légerement : le volume
tumoral passait ainsi en moins de 20 jours de 100 a environ 300 mm3 pour 3 des 4

tumeurs et de 100 & 650 mm3 pour la quatrieme.

Deux souris sur les 4 ayant recu une injection intra-canalaire de MDA-MB-231 ont
développé une tumeur, palpable a partir du 40éme jour (figure 91E). Dans les 40 jours
suivants, I'une des 2 tumeurs se développait plus rapidement que I'autre pour

atteindre pres de 3000 mm3 en moins de 40 jours contre 1000 mma3.

D'apres ces observations, I'injection de cellules MDA-MB-231 semblait produire des
modeles tumoraux & faible incidence (50%) et & développement rapide et tres
variable. Dans le cas des modeles induits par des cellules MCF7, I'injection intra-
canalaire induisait la meilleure incidence (100%) avec un développement précoce
relativement uniforme. Parmi les 4 modeles testés, les tumeurs induites par I'injection
infra-canalaire de cellules MCF7 présentaient la meilleure incidence et le

développement le plus homogene.

Des marquages par immuno-histochimie ont été réalisés sur des coupes de tumeurs
induites par l'injection intra-canalaire de cellules MCF7 (figure 92) pour observer
I'organisation fumorale. Des images montrent des canaux galactophores envahis
par des cellules dont quelgues-unes étaient marquées positivement pour la protéine
Ki-67 humaine (figure 92, partie haute). Par ailleurs d’autres zones de la tumeur
montraient des cellules nettement positives pour la protéine Ki-67 humaine au
contact de structures adipeuses et conjonctives (figure 92, partie basse). Ces
observations pouvaient indiquer un développement initialement canalaire de la
tumeur qui aurait par la suite envahi le tissu adipeux de la glande mammaire,
observations semblables aux étapes du développement d'un carcinome mammaire

invasif.
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Figure 92 : Organisation des tumeurs induites par injection intra-canalaire de cellules MCF7.
Images de marquages immuno-histochimiques de la protéine Ki-67 humaine réalisés sur des coupes de tumeurs
MCF7 injectées en intra-canalaire.

Impact du TA et de ses facteurs solubles sur le développement de carcinome

mammaire chez la souris nude

L'impact du TA et des facteurs solubles qu'il produit (MCTA) a été testé sur la
croissance du carcinome mammaire chez des souris ayant recu une injection intra-
canalaire de cellules MCF7. Le développement tumoral a été suivi et les injections
réalisees au moment ou les fumeurs commencaient a devenir palpables (90 jours,
fleches figure 93). Selon les groupes, les souris ont regu soit une injection intro-
tumorale de PBS (groupe MCF7 + PBS ; figure 93A) pour reproduire I'inflammation
générée par le geste chirurgical, soit de TA (groupe MCF7 + TA; figure 93B), ou de
MCTA (groupe MCF7 + MCTA,; figure 93C).
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Figure 93 : Suivi temporel du développement du carcinome mammaire induit chez la souris
nude.

Les tumeurs ont été induites par injection intra-canalaire de cellules MCF7 puis ont regu une injection de PBS
(A), de TA (B) ou de MCTA (C). Le temps des injections est indiquée par une fleche. Le volume tumoral moyen est
indiqué par une ligne rouge continue, tandis que les mesures individuelles sont identifiées par des points.

La série d'injections n'a pas semblé avoir d'impact sur le développement tumoral
dans les souris des groupes MCF7 + PBS et MCF7 + TA pendant les 55 jours suivants
I'injection (figures 93A et 93B respectivement). A partir du 159¢me jour, seule une des 6
tumeurs injectées par du TA a montré une croissance accélérée (+ 1500 mms3 en 15
jours ; figure 93B). Parmi les 6 tumeurs du groupe MCF7 + MCTA (figure 93C), 3 ont
montré un développement semblable & celui des tumeurs injectées avec du PBS
(figure 93A), avec des volumes tumoraux croissant progressivement sans dépasser
1000 mma3. Les trois autres tumeurs du groupe MCF7 + MCTA ont montré un

développement plus rapide a partir du 145éme jour (figure 93C) avec des volumes
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tumoraux passant d’environ 1000 mm?3 a 1500 en 15 jours. Une de ces frois tumeurs a
méme atteint trés rapidement un volume critique de plus de 3000 mm3, contraignant
a I'euthanasie prématurée de I'animal. Ces observations pourraient suggérer un
impact du MCTA sur la croissance tumorale, tandis que le TA n'a pas semblé avoir
d’effet sur le développement des tumeurs induites par I'injection intra-canalaire de
MCF7. Cette expérience devrait étre répétée pour confirmer un effet pro-tumoral
supérieur des facteurs solubles du TA a celui du TA complet conservant la fraction de
CSM et d’adipocytes.

A MCF7+PBS MCF7 + TA MCF7 + MCTA B

40

. l

%de cellulesKi-67*
~
o
—

PBS TA MCTA

Figure 94 : Influence du TA et du MCT1a sur la prolifération de cellules tumorales in vivo.

Des analyses histologiques ont été réalisées sur des coupes de tumeurs MCF7 ayant recu une injection de PBS
(MCF7 + PBS), de TA (MCF7 + TA) ou de MCTA (MCF7 + MCTA). A- Images de marquages immuno-histochimiques
de la protéine Ki-67 humaine sur des tumeurs des 3 groupes. B- Graphique représentant le % de cellules MCF7
positives pour la détection de la protéine Ki-67 au sein des tumeurs. Les résultats sont une moyenne de 6
comptages sur plus de 2500 cellules chacun. Les barres représentent les écart-types.

A l'issue des expériences in vivo, les tumeurs ont été analysées par immuno-
histochimie. Des marquages de la protéine Ki-67 humaine ont été réalisés sur des
coupes de tumeur de chacun des 3 groupes de souris (figure 94A), montrant de
grandes zones de prolifération au centre de la masse tumorale. Des expériences de
comptage du nombre de cellules marquées positivement pour la protéine Ki-67 par
rapport aux cellules totales indiquaient que 18 a 26% des cellules étaient en
prolifération (figure 94B). Ces résultats n'ont en revanche pas permis de mettre en
évidence une différence du niveau de prolifération des cellules au sein des tumeurs

des différents groupes. Ces résultats ont confirmé qu'aucun effet du TA ou de MCTA
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sur la croissance du carcinome mammaire ne pouvait étre mis en évidence dans

ces expériences.

L'impact du Tissu Adipeux (TA) et plus particulierement des facteurs solubles du TA
(représentés par le MCTA) sur la croissance in vifro des cellules de carcinome
mammaire était globalement similaire d'un prélevement a I'autre ; c’est-a-dire que
tous les prélevements testés induisaient une augmentation de la prolifération. Par
contre cette augmentation était variable en pourcentage et pouvait éfre liee a
I'origine des différents échantillons testés (19 donneurs festés sur les cellules MCF7).
Ces différences n'étaient sans doute dues qu'd la variabilité entre les différents
donneurs, puisque dans notfre expérimentation tous les prélevements ont été
récupérés selon la méme procédure par la méme équipe si ce n'est le méme

chirurgien.

Cependant, la méthode de récupération du tissu adipeux peut varier d'un
chirurgien a I'autre ou d’une région a I'autre. Une infiliration sous-cutanée préalable
a la lipoaspiration est facultative mais permet d’obtenir un TA & greffer plus fluide. Le
liquide servant a l'infiltfration, une solution de Ringer, ou du sérum physiologique,
supplémentée avec 0,001% de lactate, peut étre en plus supplémentée en
adrénaline (0,2%) ; ceci pour limiter I'apparition d’hématome sur le site de

prélevement et permettre I'obtention d'un TA avec une fraction sanguine réduite.

Dans une expérience de prolifération, du liquide de Ringer supplémenté en Lactate
et en Adrénaline (RLA) a été ajouté en concentrations croissantes a des cellules
MCF7 en culture et a été comparée a I'agjout d'une solution isotonique standard
(PBS). Aucune des 2 solutions n'augmentait la prolifération des cellules MCF7, au
contraire, I'ajout de PBS ou de RLA dilué de 1 a 10% dans du milieu standard de
culture réduisait la croissance cellulaire de 20% par rapport a la condition CT (figure
95). Dilué a 50%, le PBS ou le RLA réduisaient la prolifération de 60% par rapport & la
condition CT. Le liquide d'infiliration n'avait donc pas d'effet pro-prolifératif sur les
cellules MCF7 et ne compensait pas l'absence de facteurs de croissance

confrairement aux milieux conditionnés de TA ou de CSMTA.
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Figure 95 : Effet du liquide d'infiltration utilisé lors d’'une GTA sur la prolifération de cellules
MCF7.

Graphique représentant la prolifération de cellules MICF7 cultivées 24 h en présence de SVF, de PBS ou de RLA,
dilués dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la
valeur CT et sont représentatifs de 3 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Le liquide d’infiltration -notamment lorsqu’il est supplémenté en adrénaline- peut
cependant modifier la composition du TA prélevé et donc sa composition en
facteurs solubles (MCTA). En effet I'adrénaline en activant ses récepteurs béta

adrénergiques induit la lipolyse et pourrait ainsi modifier la sécrétion d’acides gras.
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Figure 96 : Impact de l'infiltration du TA sur I'effet pro-prolifératif de ses facteurs solubles.

Graphique représentant la prolifération de cellules MICF7 cultivées 24 h en présence de SVF ou de MCTA issu de 2
donneurs différents (N°1 et n°2), dilués dans du milieu sans facteurs de croissance (CT). Pour chaque donneur, le
TA avait été récupéré Non-Infiltré (N-1) ou aprés infiltration par du RLA (RLA). Les résultats des graphiques sont
exprimés en % de la valeur CT et sont représentatifs de 5 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Du TA issu d'une méme zone (abdominale) d'une méme personne mais d'un site
infiltré au RLA ou non infiltré (N-I) a été récupéré sur 2 donneurs pour obtenir du

MCTA. Ajouté a des cellules MCF7 en culture, le MCTA N-I n'induisait aucune
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augmentation ou une faible augmentation de la prolifération des MCF7 (90 et 120%
de la valeur CT respectivement ; figure 96). Lorsque le MC ajouté provenait de TA
infiltré au RLA, la prolifération des cellules MCF7 atteignait 155 & 185% de la valeur
CT. LUinfiltfration au RLA du TA avant son prélevement semblerait responsable de
I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les cellules MCF7.

Ftant donné que I'adrénaline favoriserait la lipolyse dans les adipocytes, I'infiltration
du TA avant sa lipoaspiration pourrait modifier sa composition en acides gras (AG).
En collaboration avec I'équipe du Pr Stéphane Chevalier (INSERM-UMR1069, Tours),
la composition en AG a été observée sur 3 prélevements de TA, dont 2 prélevements
infiltrés au RLA chez 2 patients différents et un prélevement provenant de TA non-
infiltré pour I'un des deux patients. Leur composition en AG, évaluée par
chromatographie en phase gazeuse est présentée dans la figure 97.
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Figure 97 : Dosage des AG dans le TA de 2 patients.
Graphique montrant la concentration relative en AG de différentes types : saturés, mon-insaturés, omégas 3
(w3) et omégas 6 (w6), retrouvée dans le TA de 2 patients (TA n°1 et 2), infiltré au RLA ou non (N-I).

Pour les deux prélevements (N-I et RLA) provenant du méme patient (TA n°1), la
composition en AG était tres similaire. Néanmoins, les différences ne pourraient étre
comparées qu'avec I'analyse de plusieurs échantillons par condition. Cependant
au vu de ces premiers résultats, il semblerait qu'il y avait plus de différences entre les

prélevements RLA de 2 patients qu’entre les prélevements N-I et RLA d’'un méme
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patient, particulierement pour les AG 16:1 (acide palmitoléique), 18:1 (acide

oléique) et 18 :3n-3 (acide linolénique).

Cette analyse de la composition en friglycérides est toujours en cours et concerne
en plus des échantillons non pas de TA, mais de milieux conditionnés par les
différents prélevements de TA, comme utilisés dans les tests de prolifération des

cellules tumorales.

Une fraction d'AG extraite de TA péri-prostatique par I'équipe de Tours et décrit
comme ayant un effet sur la prolifération de cellules de carcinome prostatique a été
ajoutée a du MCTA a des cellules tumorales en culture (figure 98). Aucun effet sur la
prolifération des cellules MCF7 n'a été observé suite a leur ajout dans un MCTA non
infiltré ou infiltré au RLA (figure 98A). Ce résultat sembilait indiquer que I'apport d'AG

dans les MCTA n’induirait pas d’augmentation de la prolifération.

A MCF7 B HOS
250 AR i 200 T T
1 } 1 ‘I‘ Jf i’ & ‘I‘ ‘I‘
200 ] : = ]
5 ] 5 150 - A A |-
3 150 I - T —— E] ]
= ] B r;u ] 3 cul
© . « 100 T H D A4 | |- [ fraction AG
< 100 ! H S 2
® ] ®
] 50 + H |} H | N — i —
50 H H [ H R - - |
0 0 1
CT  10%SVF n°1 n°2 n°3 CT  10%SVF n°1 n°2 n°3
50% MCTA 50% MCTA

Figure 98 : Effet des AG sur la prolifération des cellules tumorales.

Graphiques montrant la prolifération de cellules MCF7 (A) et HOS (B) cultivées 24 h en présence de SVF ou de
MC issu du TA de 3 donneurs différents (MCTA n°1 a n°3), supplémentés ou non avec 30 uM d’une fraction d’AG
(série « fraction AG » et « Ctrl », respectivement). Les résultats des graphiques sont exprimés en % de la valeur
CT et sont représentatifs de 3 manipulations. Les barres représentent les écart-types.

Les mémes résultats ont été obtenus sur les cellules d’ostéosarcome HOS (figure 98B).
L'ajout de 30 uM d’'AG n'avait pas d'influence sur la prolifération en présence ou
non de MCTA.

L'implication d'un autre composé lipidique, I'acide lysophosphatidique (LPA) sur la

prolifération des cellules de carcinome mammaire a été testée. Dans le cas des
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cellules d'ostéosarcome HOS, le bocage de la signalisation du LPA par I'gjout d'un
inhibiteur, le Ki16425, avait un effet variable sur la prolifération induite par le MCTA.
Parmi 3 MCTA, seul un semblait impliquer le LPA dans une partie de son effet pro-
prolifératif (figure 47).
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Figure 99 : Implication du LPA dans ['effet pro-prolifératif du MCTA sur les cellules MCF7.
Graphique représentant la prolifération des cellules MCF7 cultivées 24 h en présence de SVF ou de MCTA
provenant de 3 donneurs (n°1 a n°3), dilué dans du milieu sans facteurs de croissance (CT) seul ou supplémenté
par 20 uM de Ki16425, inhibiteur des récepteurs au LPA. La prolifération des cellules MCF7 est évaluée par
analyse de l'activité mitochondriale, observée par test WST-1. Les résultats sont exprimés en % de la valeur CT
et sont représentatifs de 4 manipulations. Les barres représentent les écart-types. * : p < 0,05; NS: non
significatif.

Dans un test de prolifération, de I'inhibiteur du récepteur au LPA, le Ki16425, a été
ajouté aux cellules MCF7 en présence des mémes 3 MCTA que ceux testés sur les
HOS (figure 99). La prolifération des cellules MCF7 était augmentée par la présence
de SVF (136% de la valeur CT) ou des 3 différents MCTA (de 128 & 148%). L'ajout de
Ki16425 n'avait d'effet sur la prolifération qu'en présence du MCTA provenant du
donneur n°2 (de 158 & 142%), indiquant que le LPA serait partiellement impliqué dans
I'effet pro-prolifératif du MCTA n°2. Or, pour les HOS, I'ajout de Ki16425 bloquait

partiellement la prolifération induite par le MCTA n°3, et non par le MCTA n°2.
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CONCLUSION

La GCreffe de Tissu Adipeux (GTA) dans un contexte post-tumoral étant
principalement appliqué suite & un cancer du sein, I'effet du TA sur les cellules de

carcinome mammaire a été étudié a fravers ses facteurs solubles.

Ainsi, du Milieu Conditionné par le TA (MCTA) activait la prolifération de cellules de
carcinome mammaire (MCF7 et MDA-MB-231). Particulierement sur les cellules MCF7,
le MCTA augmentait la part de cellules en phase G2/M par rapport a des cellules

cultivées sans facteurs de croissance.

Les Cellules Souches Mésenchymateuses du TA (CSMTA) semblaient contribuer &
I'effet pro-prolifératif des facteurs solubles du TA puisque du MC de CSMTA pouvait
augmenter fortement la prolifération de cellules MCF7. En revanche, lorsque les
CSMTA étaient différenciées dans la voie adipocytaire, leur effet pro-prolifératif

n'était pus observable.

L'implication de la leptine, dosée précédemment parmi les cytokines retrouvées
dans le MCTA (voir partie 1), dans I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les MCF7 a été
testée. De la leptine recombinante a été ajoutée aux cellules en culture mais

n'induisait pas de hausse de la prolifération.

Bien que les facteurs solubles responsables de I'effet pro-prolifératif du MCTA sur les
cellules de carcinome mammaire n'ont pas pu étre identifiés, I'activation de la

prolifération passe par I'intermédiaire de la voie de signalisation ERK1/2.

Le modele de culture utilisé précédemment sur les cellules d'ostéosarcome  pour
obtenir des cellules quiescentes au phénotype de Cellules Souches Cancéreuses
(CSC) a été appliqgué aux cellules de carcinome mammaire. Les cellules MCF7
cultivées en spheres enfraient en quiescence et montraient des caractéristiques de
CSC ainsi que I'acquisition de marqueurs de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse
(TEM).
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Dans ces conditions de culture, les facteurs solubles du TA soutenaient I'expression
génique des marqueurs de CSC et de la TEM. De plus, I'ajout de MCTA avait pour
effet de réduire la part de cellules quiescentes. Le MC-CSMTA favorisait également la
sortie de quiescence des cellules MCF7, mais dans une moindre mesure que le
MCTA.

Un modele de carcinome mammaire in vivo, induit par I'injection intra-canalaire de
cellules MCF7, a été mis en place pour observer I'impact du TA et des facteurs
solubles du TA sur le développement tumoral. Une injection de TA ne semblait pas
avoir d'effet sur la croissance de la tumeur en comparaison avec une injection de
PBS, en revanche une injection de MCTA semblait accélérer légerement le
développement tumoral, bien qu'aucun différence de prolifération des cellules

MCF7 n'a pu étre observée en histologie.

Ces résultats montfrent un effet des facteurs solubles du TA et des CSMTA pro-
prolifératif sur les cellules de carcinome mammaire, qu’elles soient déja en
prolifération ou en quiescence. Ces observations soutiennent le risque de récidive
tumoral que constitue I'apport de TA, cependant d'autres expérimentations doivent
étre réalisées pour mieux caractériser I'effet du TA sur les cellules de carcinome

mammaire et conclure sur la sécurité de la GTA post-tumorale.

Par ailleurs, la méthode de prélevement du TA par lipoaspiration préalable & une
greffe peut varier fonction des chirurgiens, des zones de prélevement et du donneur
lui-méme. En particulier, le TA peut recevoir une injection de solution de Ringer
supplémentée en Lactate et en Adrénaline (RLA), susceptible de favoriser le la

libération d'acides gras (AG) par les adipocytes.

L'ajout du liquide d'infiltration RLA & des cellules MCF7 en culture n'a pas d'effet
direct sur leur prolifération. En revanche, I'infiltfration au RLA semble avoir un effet sur
la composition en facteurs sécrétés du TA. En effet, du MC provenant de TA infiltré
au RLA active fortement la prolifération des cellules de carcinome mammaire alors

que du MC de TA non infiltré n'a pas d'effet sur la prolifération cellulaire.
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Cependant, des résultats préliminaires de dosage des AG n’ont pas mis en évidence

de différence de composition en AG causée par l'infiltration au RLA.

Des expériences supplémentaires sont |0 encore nécessaires pour comprendre

I'importance du l'infiltration sur la qualité et la composition du TA.
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PAR QUEL(S) MECANISME(S) LE TA ET LES CSM SOUTIENNENT-ILS

LE DEVELOPPEMENT DE L'OSTEOSARCOME ?

La croissance de |'ostéosarcome observée in vivo dans des modeles préclinique
chez la souris est accélérée par I'injection de Tissu Adipeux (TA) dans une ftumeur en
développement, ainsi que par la présence de Cellules Souches Mésenchymateuses
(CSM) lors de I'induction. Néanmoins, I'effet pro-tumoral du TA et des CSM peut

s'avérer étre différent.

En effet, des lipides issus de I'injection de TA étaient toujours observables a I'issue de
I'expérimentation, inclus dans des zones de nécrose. Il est possible que les cellules
tumorales alentour soient entrées en sénescence suite a une intense prolifération
qu’auraient soutenue les lipides du TA injecté. Cependant, la proliféeration des
cellules tumorales in vivo ne semblait pas différente entre les zones & proximité de

lipides et les zones qui en sont plus éloignées.

A linverse, les CSM dériveées du TA (CSMTA) co-injectées avec les cellules
d’ostéosarcome n’étaient plus détectées 3 semaines apres I'induction fumorale, ce
qui indigue que la promotion de la croissance tumorale par les CSM s'exerce a des

temps précoces.

Des expériences in vitro ont montré que le TA et les CSM exercaient un effet pro-
prolifératif sur les cellules d'ostéosarcome, par I'intermédiaire de facteurs solubles.
Cependant, ces tests in vitro ne miment pas les interactions directes des cellules
entre elles. Au sein de la tumeur, TA et CSM peuvent promouvoir par contact
cellulaire la prolifération des cellules d’'ostéosarcome. De plus, le TA et les CSM
pourraient également produire du VEGF qui, additionné & celui produit par les
cellules tumorales, pourrait renforcer I'angiogenese dans la tumeur en formation et
accélérer sa croissance 4 un stade précoce de développement. Enfin, les CSM
présentes au sein d'une tumeur peuvent présenter des capacités d'immuno-
modulation. Cependant, I'utilisation de souris immuno-déficientes dans les modeles
précliniques ne permet pas d'évaluer l'implication des Ilymphocytes T
potentiellement modulés par les CSM. Néanmoins, des expériences in vitro nous ont
amenés a déterminer I'implication de certaines cytokines et chémokines, dont la
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production peut étre stimulée par les CSM, dans I'établissement d'un environnement
favorable au développement de la tumeur. Par exemple, la protéine CXCL12
produite par les CSM peut se complexer & la protéine d’origine nucléaire HMGBI
(High Mobility Group Box 1) pour recruter des fibroblastes, et des cellules
leucocytaires pour promouvoir l'inflammation caractérisée notamment par la
production d’'IL-6 (Schiraldi et al., 2012).

L'effet du TA et des CSM sur le développement de I'ostéosarcome semble se limiter
a la croissance tumorale, puisque les atteintes osseuses générées par la tumeur ainsi
que la dissémination métastatique n’'étaient pas modifiées par I'injection de TA ni
par la co-injection de CSM lors de I'induction. Suite a ‘injection de pré-ostéoclastes
humains, nous Nn'avons pas observé d'activation de la croissance tumorale ni de
I’ostéolyse péri-tumorale, ce qui est confradictoire avec I'idée de leur réle actif dans
le développement de I'ostéosarcome, notamment dans le cercle vicieux (Heymann
et al., 2005; Rousseau et al., 2011). Cependant, nous n'avons pas non plus observé
de variation du processus métastatique par la présence des pré-ostéoclastes. Or,
une précédente étude montrait leur caractéristique anti-métastatique dans
I'ostéosarcome (Endo-Munoz et al., 2010). Par ailleurs, la co-injection de pré-
ostéoclastes humains avec les cellules d'ostéosarcome n'a pas eu d'impact sur le
développement tumoral (primaire ou métastatique), ni sur I'ostéolyse induite par la

fumeur.

Ces observations réalisées sur des tumeurs en développement permettent de
confirmer que I'usage de CSM dans des stratégies de vectorisation de traitement
anti-tumoral, comme suggéré par I'équipe italienne de Grisendi (Grisendi et al.,

2015), s’avere dangereux dans le cas de I'ostéosarcome.

163



Discussion générale _

QUEL MEDIATEUR DE L’EFFET PRO-PROLIFERATIF DU TA ET DES
CSM ?

L'effet pro-prolifératif des facteurs solubles du TA et des CSM a été démontré sur les
cellules d'ostéosarcome. Cependant, les molécules responsables de cet effet pro-

prolifératif n’ont pas pu étre identifiées.

Des dosages ainsi que des blocages de la signalisation de cytokines ont été réalisés
sans aboutir a I'identification d’un facteur de nature peptidique. Nous nous sommes
focalisés sur des molécules retrouvées en fortes concentrations dans le milieu
condifionné par les CSM, et en faibles concentrations dans les milieux conditionnés
des cellules d'ostéosarcome. De plus, les molécules ciblées (leptine, IL-6 et IL-8)
avaient déja été décrites comme ayant un effet sur le développement de

|'’ostéosarcome.

La (ou les molécules) en question peut étre de nature lipidique, libérée par les
adipocytes du TA par exemple. Les dosages en acide lysophosphatidique (LPA) ainsi
qgu’en acides gras réalisés a Tours demeurent des résultats tres préliminaires, et
I'identification des acides gras ainsi que des autres composés solubles de nature

lipidique produits par les constituants du TA doit étre approfondie.

Par ailleurs, lorsque la signalisation du LPA dans les cellules tumorales était bloquée,
I'effet des facteurs solubles du TA sur la prolifération des cellules d’ostéosarcome
n'était réduit que pour un seul des frois TA. Ces résultats suggeérent qu'un effet
similaire sur la prolifération peut étre du & I'action de plusieurs molécules présentes
simultanément parmi les facteurs solubles du TA en concentrations variables d'un
donneur a I'autfre. Ces observations soulignent la nécessité de mettre en parallele

I'effet pro-prolifératif d'un TA avec sa composition en cytokines et en lipides.

Cependant, des fractionnements selon le poids moléculaire de milieu conditionné
par le TA ont mis en évidence que I'effet pro-prolifératif des facteurs solubles du TA
est porté par des molécules ou des complexes moléculaires de haut poids
moléculaire (> 50 kDa). Or, le poids moléculaire des cytokines et des lipides non
complexés est bas, généralement inférieur a 20 kDa. L'effet pro-proliféeratif peut

donc étre véhiculé par des molécules de structure plus complexe.
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Par exemple, la confribution de I'adiponectine a I'effet pro-prolifératif du TA est
envisageable puisque cette adipokine peut-étre retrouvée sous différentes formes
multimériques organisées a partir d'une structure trimérique et atteignant 180 voire
360 kDa (figure 100).

forme trimérique forme hexamérique forme multimérique

Figure 100: Schéma de la mutlimérisation de I'adiponectine.
Extrait de Scherer, 2006.

Les exosomes sont également des complexes de haut poids moléculaire pouvant
étre produits par les constituants du TA, en particulier les CSM. Ces complexes
permettent le transfert de matériel entre deux cellules de protéines ou d’'acides
nucléiques (Fleury et al., 2014; Martin et al., 2015) et ont montré une implication dans
I'effet anti-tumoral de CSM sur des cellules de cancer de la vessie (Wu et al., 2013).
Leur propriété de transfert laisse entrevoir une possibilité d’exploitation des exosomes
dans des stratégies de thérapie anti-tumorale (Heldring et al., 2015). Par ailleurs, les
exosomes expriment potentiellement des protéines a leur surface pouvant stimuler la

prolifération de cellules tumorales.

Outre I'effet sur la prolifération, les facteurs solubles produits par le TA peuvent
également influencer le métabolisme du glucose au sein de la cellule. Cela a été
montré dans les adipocytes (Tréguer et al., 2013) au sein desquels les facteurs
solubles du TA modulaient I'entrée de glucose par la modulation de I'expression des
transporteurs GLUT1 et GLUT4. Cet effet sur le métabolisme s'’accompagnait d'une
promotion de I'inflammation avec une augmentation de I'expression de I'lL-6 et de
MCP-1 par les adipocytes. Ces observations étaient plus marquées lorsque les
facteurs solubles du TA étaient associés d de I'albumine sérique, qui est une protéine

de haut poids moléculaire. Or, dans nos expériences, I'albumine seule pouvait
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activer la prolifération des cellules d’'ostéosarcome, argument pour étudier plus en

détails, I'éventuelle implication de complexes de haut poids moléculaire.
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CELLULES SOUCHES CANCEREUSES : MODELISATION,

CARACTERISATION ET STIMULATION

Pour se rapprocher du cas cliniue de récidive tumorale, la culture des cellules
d'ostéosarcome en sphéres s'est révélée concluante puisqu'elle favorisait
I'expression génique de marqueurs de Cellules Souches Cancéreuses (CSC) ainsi
que la quiescence dans les cellules HOS. Néanmoins, ce modéele mériterait d'étre
approfondi, par une caractérisation des marqueurs membranaires exprimés
(CD133), de transporteurs impliqués dans I'efflux de drogues (ALDH1 ou ABCBS5) par

les cellules en sphéeres ou par des tests fonctionnels.

Par exemple, les cellules tumorales peuvent étre transduites avec promoteur
inductible par I'activité du facteur de transcription POU5F1, surexprimé dans les CSC,
associé a un gene rapporteur comme celui codant pour la protéine fluorescente
EGFP. Ainsi, les cellules acquérant un phénotype de CSC deviendraient observables
en fluorescence comme cela a déja été réalisé (Levings et al., 2009). Il serait
également envisageable d'observer I'activité ALDH1 des cellules cultivées en
sphéeres et de la comparer a celle de cellules ftumorales en prolifération ou a celle
de CSM.

La capacité de multipotence des cellules d'ostéosarcome cultivées en spheres
pourrait également étre évaluée par des tests de différenciation dans les voies

adipocytaire et ostéoblastique.

La résistance aux drogues de chimiothérapie par les CSC n'a pas été exploitée.
Dans le cancer du sein, il a été montré que cette résistance faisait intervenir la voie
de signalisation des p-caténines et de Wnt. Or, cette voie de signalisation favorise
I’'expression des génes marqueurs de cellules souches POUSF1, NANOG ou encore

SOX2 et réprimer I'expression du marqueur chondrocytaire précoce SOX9.

L'implantation des spheres formées par les cellules tumorales en culture chez la souris
permettrait d'évaluer une tumorigénicité accrue. Cette méthode d'induction
tumorale récemment décrite (Szade et al., 2015) semblerait plus proche de la réalité
de la tumorigenese avec I'utilisation d’'un nombre plus restreint de cellules ainsi

qu'une nécrose infra-tumorale survenant plus tardivement grce a une
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angiogenese tumorale précoce. L'implantation de cellules quiescentes chez
I'animal constituerait ainsi un nouveau modele préclinique de récidive tumorale. La
description d'un modele de récidive qui resterait proche de la réalité clinique est en
effet rare ; celui présenté récemment par Aanstoos étant de surcroit aux limites de
I’éthique animale, incluant une amputation et I'utilisation d'un grand nombre

d’animaux (Aanstoos et al., 2015).

Les CSC peuvent présenter un métabolisme différent de celui des cellules du reste
de la masse tumorale. Ainsi, il a été moniré que les cellules d'ostéosarcomes
pouvaient favoriser la production de lactate par les CSM, via le fransporteur MCT-4,
en augmentant leur consommation d’oxygene. Ce lactate serait ensuite capté par
les cellules tumorales via le transporteur MCT-1, pour étre consommé dans le cycle

de Krebs(Bonuccelli et al., 2014).

Enfin, les CSC sont maintenues en quiescence au sein d'un microenvironnement
particulier, qui leur est favorable : la niche tumorale. Dans le cas de I'ostéosarcome,
cette niche prend place dans I'os, particulierement dans la moelle osseuse (MO),
puisque la plupart des ostéosarcomes sont centraux. Or, il y a des adipocytes blancs
et beiges qui pourraient contribuer d I'établissement d'une niche tumorale mais que

nous N'avons pas encore étudiés.

La présence de TA médullaire & proximité des CSC, dans le cas clinique de récidive
locale et tardive, n'a pas provoqué I'apparition d'une nouvelle tumeur. Il aura fallu
une GTA et donc I'apport de TA d'origine sous-cutanée pour que les CSC soient &

nouveau stimulées et forment une nouvelle tumeur.

Le TA, selon sa provenance, n'aurait donc pas le méme effet sur les CSC dans
I'ostéosarcome. Des travaux récents ont contribué & caractériser le TA de la MO et &
le comparer au TA sous-cutané, notfamment au niveau des facteurs qu'ils produisent
(Ong et al., 2014; Poloni et al., 2013; Rubio et al., 2014). Les effets du TA de la MO ou
sous-cutané pourraient s'avérer différents sur I'ostéosarcome. Dans ce cas, en
s'appuyant sur une différence de sécrétome, il sera peut-étre possible d'identifier
enfin les molécules responsables de I'effet pro-prolifératif du TA sur les cellules

d'ostéosarcome.
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GTA ET CANCER DU SEIN, FAUT-IL CONTINUER ?

L'ouverture des travaux présentés dans cette these vers I'effet du TA sur le
carcinome mammaire s'est appuyée sur la fréquence d'application de la GTA apres
un cancer du sein, bien supérieure a son application apres une tumeur osseuse, et
sur la mise en évidence d'un risque accru de récidive fumorale apres une GTA chez
certaines catégories de patientes : jeunes et dont le premier cancer s’'était avéré

agressif ou de haut grade (Petit et al., 2013).

Notre laboratoire n'étant pas spécialiste du cancer du sein, ces fravaux ont été
réalisés en collaboration avec Sophie Barillé. lls ont montré un effet pro-prolifératif
des facteurs solubles du TA sur les cellules de carcinome mammaire, mais sans

pouvoir identifier le ou les facteurs responsables, comme dans I'ostéosarcome.

En revanche, les facteurs solubles produits par le TA et par les CSM du TA (CSMTA)
pouvaient également favoriser la sortie de quiescence de cellules cultivées en
conditions de perte d’adhérence, au phénotype proche de celui de CSC. De plus,
les facteurs solubles semblaient promouvoir |'expression de marqueurs de la
Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) des cellules en sphéres. Parmi les
nombreuses voies de signalisation impliquées dans la TEM, I'activation de ERK1/2
serait responsable de la baisse de I'expression de la E-cadhérine (Ichikawa et al.,
2015). Or, la voie ERK1/2 était stimulée par les facteurs solubles du TA. La baisse de
I'expression de la E-cadhérine peut aussi étre influencée par des mécanismes de
régulation épigéenétique, faisant nofamment intervenir la protéine CtBP (C-terminal
domain Binding Protein ; Di et al., 2013) qui est également associée a I'expression de

marqueurs de CSC et de CSM.

Cependant, malgreé la hausse de I'expression des marqueurs de la TEM induite par la
culture en spheres et soutenue par I'agjout de facteurs solubles du TA, les cellules de
carcinome mammaire n'avaient pas de capacités migratoires accrues, au
contraire. Il conviendrait donc de s'intéresser a la régulation d'autres cadhérines
comme la N-cadhérine (cadhérine 2) ou la cadhérine 11, qui sont des marqueurs de
cellules d’origine mésenchymateuse, impliquées dans la TEM et dans I'intra-vasation

(Assefnia et al., 2014; Marie et al., 2014; Ramis-Conde et al., 2009) mécanisme
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pouvant étre employé par les cellules de carcinome, d’origine épithéliale, lors de la

dissémination métastatique.

Une voie de signalisation clef dans la régulation de la TEM, en particulier dans
I'expression des cadhérine, est la voie Wnt/ B-caténine. En effet les B-caténines sont
impliquées dans la liaison intracellulaire des cadhérines avec le cytosquelette (Marie
et al., 2014) ainsi que dans I'activation de I'expression des genes MYC (He et al,,
1998) , CD44 (Wielenga et al., 1999), SNAIl (Berge et al., 2008) ou encore
TWIST1 (Howe et al., 2003) et dans la répression de I'expression du gene CDH1 (Berge
et al., 2008).

Pour attester de I'obtention de CSC de carcinome mammaire ayant effectué la
TEM, le modéle de culture en spheres mérite donc d'étre amélioré, en s'appuyant
notamment sur la caractérisation des différences métaboliques entre les CSC et le
reste des cellules tumorales récapitulée recemment (Viashi et al., 2014). En effet, les
CSC, qui comporteraient plus de mitochondries que les aufres cellules,
consommeraient également plus de glucose et d’oxygéne en produisant moins de
lactate, ce qui indiquerait une phosphorylation oxydative et des réserves en ATP

accrues.

Des observations préliminaires ont permis de mettre en évidence que l'infiltration du
TA par du liguide de Ringer supplémenté en Lactate et en Adrénaline (RLA) sur le site
donneur avant sa lipoaspiration pouvait avoir une influence sur I'effet des facteurs
solubles du TA sur la prolifération de cellules de carcinome mammaire. L'action des
catécholamines sur la lipolyse au sein des adipocytes pourrait constituer un début
d’explication. Avant de conclure trop précipitamment sur le risque d'infilirer le TA
avant d'effectuer une greffe, il conviendrait donc de réaliser des études

supplémentaires plus approfondies.

En effet, s'il est possible de recenser les zones de prélevement du TA ainsi que le type
de traitement du TA avant sa lipoaspiration, il serait important de metire en place
une étude rétrospective évaluant le risque de récidive tumorale chez des patientes

ayant recu une GTA incluant ou non une infiltration préalable du TA.

L'ensemble de ces résultats sur le carcinome mammaire indiquent un effet pro-

tfumoral des facteurs solubles du TA. L'apport de TA, enrichi ou non en CSM, par
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greffe autologue dans un contexte post-tumoral contribuerait donc a accroitre le

risque de récidive de cancer du sein.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide Désoxyribonucléique
ADNCc : ADN complémentaire

AG : Acide Gras

ALDH : ALdéhyde DéHydrogénase
aMEM : Minimum Eagle Medium alpha
ARN : Acide RiboNucléique

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

BSA : Aloumine Bovine Sérique

CAL : Cell-Assisted Lipotransfert

CCL- : Ligand a motif Cys-Cys

CD- : Contingent (Cluster) de
Différenciation

cdc- : Cycle de Division Cellulaire

CSC : Cellule Souche Cancéreuse
CSM : Cellule Souche Mésenchymateuse
CXCL- : Ligand & motif Cys-X-Cys
CXCR- : Récepteur de CXCL-

DAB : DiAMinoBenzidine

DAPI : 4',6'-DiAmidino-2-Phénylindole
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

dNTP : désoxyriboNucléotide Tri-Phosphate
DO : Densité Optique

EDTA : acide Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique

ERK : Extra-cellular Regulated Kinase
FAFA : Fafty Acid-Free Albumin

FGF : Fibroblast Growth Factor

FITC : IsoThioCyanate de Fluorescéine
GAPDH : GlycérAldéhyde-3-Phosphate

DésHydrogénase

Annexes

GTA : Greffe de Tissu Adipeux

H&E : coloration Hématoxyline et Eosine
HES : coloration Hématoxyline, Eosine et
Safran

II- : InterLeukine-

IP : lodure de Propidium

LPA : Acide LysoPhosphatidique

MC : Milieu Conditionné

MO : Moelle Osseuse

PBMC : Peripheral Blood Mononucleated
Cell

PBS : Phosphate-Buffered Solution

Rb : protéine du Rétinoblastome

RLA: solution de Ringer supplémentée en
Lactate et Adrénaline

rpm : Rotations Par Minute

RT-PCR : Réaction en Chaine de la
Polymérase en Temps Réel

STAT : Signal Transducers and Activators of
Transcription

SVF : Sérum de Veau Foetal

TA : Tissu Adipeux

TBS : Tris-Buffered Solution

TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse

TGF-B : Transforming Growth Factor 3
TRAP : Phosphatase Acide Résistante au
Tartrate

UCP-1: UnCoupled Protein 1
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SEQUENCES DES AMORCES ADN UTILISEES EN RT-PCR

amorce sens (5’ - 3’)

I I
symbole nom complet amorce anti-sens (5’ - 3’)
ACTB Actin beta CCAACCGCGAGAAGATGA
CCAGAGGCGTACAGGGATAG
ALP Alkaline phosphatase AACACCACCCAGGGGAAC
GTAGCTGTACTCATCTTCATAGGC
CD44 Cluster of Differenciation 44 AG GGTGGCACGCAGCCT
GCGGCCTCCGTCCGAGAGATG
CDH1 Cadherin 1 GGGCGAGTGCCAACTGGACC
CCAGCGGCCCCTTCACAGTC
COL1A1 Collagentype | alpha 1 CTGGACCTAAAGGTGCTGCT
GCTCCAGCCTCTCCATCTTT
Chemokine (C-X-C motif) Ligand 12 ; CGATTCTTCGAAAGCCATGT
CXCL12 R
SDF1 : Stromal-Derived Factor 1 CACTTGTCTGTTGTTGTTCTTCAG
DKK1 Dickkopf 1 homolog ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC
CACAGTCTGATGACCGGAGA
FABP4 Fatty Acid Binding Protein 4 CCTTTAAAAATACTGAGATTTCCTTCA
GGACACCCCCATCTAAGGTT
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase TGGGTGTGAACCATGAGAAGTATG
GGTGCAGGAGGCATTGCT
HPRT1 Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase 1 TGACCTTGATTTA GCATACC
CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
IBSP Integrin-Binding SialoProtein CGAATACACGGGCGTCAATG
GTAGCTGTACTCATCTTCATAGGC
. Lo CAGGCCTTTGAGATTTCTCTG
LPL LipoProtein Lipase
GAAGGAGTAGGTCTTATTTGTGGAA
MMP2 Matrix MetalloPeptidase 2 ATAACCTGGATGCCGTCGT
TCACGCTCTTCAGACTTTGG
MMP13 Matrix MetalloPeptidase 13 GTAGCTGTACTCATCTTCATAGGC
GCCGGTGTAGGTGTAGATAGGA
myc Myelocytomatosis viral oncogene homolog CACCAGCAGCGACTCTGA
GATCCAGACTCTGACC GC
NANOG Nanog Homeobox ATGCCTCACACGGAGACTGT
AAGTGGGTTGTTTGCCTTTG
OPG Osteoprotegerin; CAGCTCACAAGAACAGACTTTCC
TNFRSF11B : Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 11b TCGAAGGTGAGGTTAGCATGTC
POUSF1 POUclass 5 homeobox 1; CAATTTGCCAAGCTCCTGA
OCT4 : Octamer-binding transcription factor 4 AGATGGTCGTTTGGCTGAAT
PPARG Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma GACCTGAAACTTCAAGAGTACCAAA
TGAGGCTTATTGTAGAGCTGAGTC
RANKL Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B-Ligand ; GTTGGCCGCAGACAAGAA
TNFSF11 : Tumor Necrosis Factor Superfamily 11 CGCAGGTACTTGGTGTAGTCTCT
RUNX2 Runt-related transcription factor 2 ; GTGCCTAGGCGCATTTCA
CBFA1 : Core-Binding Factor Alpha 1 GCTCTTCTTACTGAGAGTGGAAGG
SNAI1 Snail family zinc finger 1 GACCCCAGTGCCTCGACCACTA
CAGCAGGTGGGCCTGGTCGTA
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 GTATCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG
TCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAC
SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 GTACCCGCACTTGCACAAC
TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC
TWIST1 Twist-related protein 1 GGCGTGGGGCGCAC AA
TGCAGAGGTGTGAGGATGGTGC
TWIST2 Twist-related protein 2 TCAGCTACGCCTTCTCCGTGTG
AGAAGGTCTGGCAATGGCAGCA
VEGFA Vascular Endothelial Growth Factor A CCTTGCTGCTCTACCTCCAC
CCACTTCGTGATGATTCTGC
VIM Vimentin CTCCGGGAGAAATTGCAGGA
CGTTCAAGGTCAAGACGTGC
Tableau 2: Séquences des amorces utilisées en RT-PCR
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Running title: Oncological safety of adipose tissue transfer.

Abstract

BACKGROUND. Autologous adipose tissue transfer
(ATT) may be performed for esthetic needs following
resection of osteosarcoma, the most frequent primary
malignant tumor of bone, excluding myeloma. The
safety of ATT regarding the potential risk of cancer
recurrence must be addressed.

METHODS. Adipose tissue (AT) injection was tested in a
human osteosarcoma pre-clinical model induced by
MNNG-HOS cells. Culture mediums without growth
factors from fetal bovin serum were conditioned with
AT samples and added to two osteosarcoma cell lines
(MNNG-HOS and MG-63) which were cultured in
monolayer or maintained in non-adherent spheres,
favouring proliferation or quiescent stage, respectively.
Proliferation and cell cycle were analyzed.

RESULTS. AT injection increased local growth of
osteosarcoma in mouse, but it was not associated with
aggravation of lung metastasis or osteolysis. AT-derived
soluble factors increased up to 180% the in vitro
proliferation of osteosarcoma cells. Interleukine 6 and
leptin were measured in higher concentrations in AT-
conditioned medium than in osteosarcoma cell-
conditioned medium, but our results indicated that
they were not implicated alone. Furthermore, AT-
derived soluble factors did not favor a GO-to-G1 phase
transition of MNNG-HOS cells in non-adherent
oncospheres.

CONCLUSION. This study indicates that AT soluble
factors activate osteosarcoma cell cycle from G1 to
mitosis phases, but do not promote the transition from
quiescent GO to G1 phases. ATT may not be involved in
the activation of dormant tumor cells or cancer-stem-
cells.

Keywords: adipose tissue transfer; plastic surgery;
osteosarcoma; recurrence.

Introduction

Autologous adipose tissue transfer (ATT) is increasingly
used in reconstructive surgery. Originally established to
correct face defectsl, it is considered a safe procedure
because the transplanted autologous adipose tissue is
natural-appearing and not expanded in culture2, but
major disadvantages of this technique remains the
unpredictable fat resorption rates and subsequent
adverse events.3,4

High-grade osteosarcoma is an aggressive primary bone
malignant  tumor  whose  treatment includes
polychemotherapy courses combined with wide-margin
and limb-sparing surgery. While a poor outcome is still
predicted for osteosarcoma patients with lung
metastasis at diagnosis or with relapsed disease (30%
survival rate at 5 years), current treatments lead to 50-
70% survival rate at 5 years for the non metastatic
form.5, 6

A complete remission of osteosarcoma is predicted after
10 years of event-free survival as late recurrence occurs
for less than 1% of patients.7,8 For the past two
decades, more young patients are surviving from
osteosarcoma. For these young patients with a good
outcome, the challenge is to ameliorate their quality of
life as they suffer from physical and aesthetic defects
due to the tumor resection.

In 2010, we have reported a clinical case of
osteosarcoma recurrence following ATT,9 and this highly
unexpected clinical recurrence has stimulated
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discussions towards the safety of ATT.10-15 For
osteosarcoma, like for any other rare tumor, the safety
of ATT will not be addressed by a retrospective clinical
study, but can only be tested through preclinical and in
vitro studies. First we have shown that human Saos-2-
induced osteosarcoma grew faster in nude mice
following a single human adipose tissue (AT) injection.9
Such osteosarcoma growth acceleration following an
ATT in an experimental model led us to consider the
possible relation between autologous AT injection and
the local recurrence. Indeed we have hypothesized that
ATT may activate some quiescent osteosarcoma cells
originating from the first disease. In the present report,
the enhancing effect of human ATT on tumor growth
was confirmed in another human osteosarcoma pre-
clinical model induced by MNNG-HOS cell-injection.
Moreover we showed that soluble factors derived from
human AT samples increased osteosarcoma cell
proliferation in vitro similarly to fetal bovine serum
(FBS). However those AT soluble factors did not change
the quiescent state of osteosarcoma cells when they
formed non-adherent oncospheres. Among these
soluble factors secreted by AT, the potential implication
of Interleukine-6 (IL-6) or leptin was tested and
functional experiments demonstrated that they are not
implicated alone on osteosarcoma cell proliferation. This
study indicates that AT soluble factors which remain
unidentified, activate osteosarcoma cell cycle from G1 to
mitosis phases, but do not promote the transition from
quiescent GO to G1 phases. ATT may be not involved in
the activation of dormant tumor cells or cancer-stem-
cells as previously proposed in regards to the reported
osteosarcoma recurrence clinical case.

Materials and Methods
Ethics statement

Surplus of human adipose tissue (AT) was obtained from
patients in the course of an aesthetic abdominal
liposuction in our plastic surgery department. The
donors had no significant medical history. Informed
consent of patients for the use of tissue sample for
anonymized unlinked research was validated by
« Comité de Protection des Personnes des Pays de la
Loire» and by « Ministére de la Recherche » in 2008
(reference  2008-402) with declaration to the
« Commission Nationale de [I'Informatique et des
Libertés ». Experiments involving animals were
conducted following the French guidelines ("Charte
nationale portant sur I'éthique de I'expérimentation
animale" of the French ethical committee) and have
been approved by the regional committee on animal
ethics (CEEA.PdL.06, authorization number 2013.4).

Cell lines and culture conditions:

Osteosarcoma cell lines. MNNG-HOS and MG-63 cells
were initially derived from human osteosarcomas and
were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC numbers CRL-1547 and CRL-1427

Annexes

respectively, Manassas, VA, USA). The cells were cultured
in Minimum Essential Medium alpha with nucleosides
and 1 g/L D-Glucose (Gibco® MEM aq; Life technologies,
Saint Aubin, France) and supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS, Dominique Dutscher, France), at
37°C in a humidified atmosphere (5% CO,/95% air). For
culture under the anchorage-independent condition,
medium  was  supplemented with 1.25% of
methylcellulose (R&D Systems, France) and 1% FBS.

Osteosarcoma model

Tumor induction. Four-week-old female athymic mice
(NMRI nu/nu; Elevages Janvier, Le Genest St Isle, France)
were housed at the Experimental Therapy Unit (Faculty
of Medicine, Nantes, France). Osteosarcoma was
induced by injection of 2x10° MNNG-HOS cells into the
tibial anterior muscle of anesthetized mice. Intra-tumor
injections of AT sample or Phosphate Buffered Saline
(PBS) solution were performed using 18-gauge needles.
The tumor volume was calculated with the formula
(1’xL)/2 where | and L represent respectively the smallest
and the largest diameter.

Histology analysis. Frozen sections were fixed with 10%
PFA, rinsed in distilled water, washed in 60% isopropanol
and finally stained with Oil Red O solution (3 g/L).
Sections of tumors embedded in paraffin were incubated
with a mouse monoclonal antibody directed against
human Ki-67 protein (Dako, France), with a biotinylated
goat anti-mouse IgG secondary antibody (Dako) and
finally with Streptavidin/HRP (horse radish peroxydase,
Dako) complexes which were revealed by a short
incubation with 3,3’- Diaminobenzidine (DAB, Dako).
Nuclei were counterstained with a Gill-Haematoxylin
solution. The proportion of Ki67-positive cells was
calculated using Imagel) software (NIH, Bethesda, MD,
USA) from counting >15000 nuclei in 6 tumor sections
from each treated group.

AT conditioned media (AT-CM)

AT samples were collected using a 12-gauge, 12-hole
cannula (Khouri Harvester) after infiltration with 0.1%
epinephrine lactated Ringer’s solution. Samples were
filtrated and washed with lactated Ringer through a
Puregraft 250 System (Cytori Therapeutics, San Diego,
CA, USA). They were placed in cell culture inserts (pore
size 3 um, BD Biosciences, France) with MEM alpha with
nucleosides and 1 g/L D-Glucose (Gibco® MEM a; Life
technologies) under serum-free conditions. After
24 hours, inserts with AT were removed and AT- CM was
collected and frozen at minus 20°C.

Mitochondrial activity:

The mitochondrial activity was determined by a
colorimetric  assay  using  2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,

monosodium salt (WST-1; Roche Molecular
Biochemicals, France). Three thousand cells per well
were seeded into 96-well plates, medium was
supplemented with FBS or AT-CM, and after the
appropriate culture period, WST-1 reagent was added to
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each well and incubated at 37°C for 2 or 3 hours for
MNNG-HOS and MG-63 cells, respectively. Absorbance
was then read at 490 nm. The mean OD value (<0.2)
measured for medium supplemented with FBS or AT-CM
without cells was subtracted from the OD values
measured in the presence of cells.

Cell Cycle Analysis:

Cells were treated fixed in 70% ethanol for 30 min at 4°C.
Washed cell pellets were next probed to DNA staining
with Phospho-Citrate (PC) buffer (0.2 M NA,HPO,, 0.1 M
citrate pH 7.5) for 30 min at 4°C. Cells were treated with
30 pug/mL DNase-free RNase A (Qiagen; France) for 30
min at 37°C. FITC-coupled mouse anti-human Ki-67
antibody or irrelevant isotype antibody for control (BD
Pharmingen, France) was added for 25 min at 4°C. DNA
was stained with propidium iodide (50 pg/mL; Sigma
Aldrich, France) for 20 min at 4°C. Each step was
followed by a 3 min centrifugation at 2500 rpm. Cell
cycle distribution was studied by flow cytometry
(Cytomics FC500; Beckman Coulter; France) and 20000
events were analyzed with MultiCycle AV Software,
Windows version (Phoenix Flow System; San Diego, CA,
USA) and CXP Analysis software version 2.2 (Beckman
Coulter).

Statistical analysis

Microsoft Excel software (Redmond, WA, USA) was used.
In vivo experimentation results were analyzed with the
unpaired nonparametric method and Dunn’s multiple
comparisons following the Kruskal-Wallis test. In vitro
experimentation results were analyzed following the
Student’s t test. A p value less than 0.05 was considered
statistically significant.

Results

AT injection accelerates local growth of MNNG-HOS
osteosarcoma without aggravation of osteolytic and
metastatic lesions.

The potential effect of a single AT injection was tested on
osteosarcoma growth induced by MNNG-HOS cell
injection in-nude mice. When tumors reached
approximately 70 mm?® in all mice, a group of mice
(named MNNG-HOS + AT; n=8) received 100 pL of human
AT, while two control groups were formed, one (named
MNNG-HOS + PBS; n=8) received 100uL of 1X PBS and
the other one (named MNNG-HOS; n=8) remained
untreated. PBS injection did not change the tumor
progression (MNNG-HOS + PBS versus MNNG-HOS;
Figure 1A), in contrast to AT injection in MNNG-HOS
tumors which induced a significant increase in tumor
volume between 20-30 days after injection
(corresponding to 28-38 days post tumor-induction;
MNNG-HOS + AT versus MNNG-HOS). AT samples gave
rise to tissue masses of 100 mm® maximum when they
were injected alone in naive mice.

Annexes

Oil Red O staining confirmed the presence of large
adipocytes only in AT-treated tumor sections and not in
PBS-treated tumor sections (Figure 1B). Such potential
human adipocytes identified as large red cells were
present in such small quantities to explain the size
increase of AT-treated tumors. Histology analysis showed
that MNNG-HOS cells have induced undifferentiated
sarcoma and that PBS- and AT-treated tumors remained
undifferentiated. Detection of proliferating cells by Ki-67
immunohistochemistry was performed within tumor
samples at days 10 and 47 after AT injection
(corresponding to days 18 and 55 after tumor induction).
A similar proportion of cells in division (37% to 46%) was
observed within osteosarcoma samples injected with AT
or PBS (Figure 1C). At day 10 after AT injection, we did
not observe a significantly higher proportion of
proliferating cells near adipocytes than far from them
(44.6% +/- 14.6 versus 37.1% +/- 8.9). At a late time point
after AT injection (day 47 corresponding to day 55 after
tumor induction), pyknotic nuclei and necrotic tissue
were observed around the large adipocytes, while a high
proportion of proliferating cells were still detected in
other parts of the tumors.

In this preclinical model, AT injection exacerbated
neither the tumor-induced bone-remodelling (Figure 1D)
nor the metastasis process (2 to 4 tumor nodules per
mouse lung) despite inducing a greater tumor growth at
the primary tumor induction site. These results support
the notion that ATT may have an early effect on
osteosarcoma growth, however this ATT effect may be
transient without aggravating the phenotype of tumor
cells.

Soluble factors from adipose tissue accelerate the
proliferation of osteosarcoma cells in vitro, but do not
change their quiescent state in oncospheres.

Given the observation that osteosarcoma grew faster
with ATT but ended up without a major change in their
biological features in mouse models, we hypothesized
that the overgrowth of the tumor is due to early
paracrine interaction through secreted factors from AT.
Culture medium without growth factors from FBS were
conditioned with AT samples (figure 2A and B) and next
added to cells in culture after an overnight starving (0%
FBS). An increase of cell number with constant cell death
proportion assessed by trypan blue counting, combined
with an increase in the mitochondrial activity measured
by WST-1 assay was obtained for two osteosarcoma cell
lines (MNNG-HOS and MG-63). As shown in Figure 2C,
media which was enriched with soluble factors from AT
promoted a significant increase in the cell proliferation in
comparison with medium without FBS. This pro-
proliferative effect of AT-CM on MNNG-HOS cells was
higher than that observed with 10% FBS (>150% versus
130%), while AT-CM and 10% FBS had similar pro-
proliferative effects (170% versus 180%) on MG-63 cells.

Investigations on 29 cytokines and growth factors
(supplemental figure 1A), showed only IL-6 and leptin
concentrations were greater in AT-CM than in medium
conditioned by MNNG-HOS cells (60-fold and >2000-fold,
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respectively). Given that leptin and IL-6 were once
shown to increase the proliferation of Saos-2
osteosarcoma cells, we wondered whether they may
cause the pro-proliferative effect of AT-CM on MNNG-
HOS and MG-63 cells. As expected for IL-6 and leptin
signal transduction, the STAT pathway was activated by
adding AT-CM or human recombinant leptin
(supplemental figure 1B). However the AT-induced pro-
proliferative activity was not recovered by adding
recombinant human leptin and was not inhibited by
blocking receptor of IL-6-family cytokines as previously
described (supplemental figure 1C). These results
indicated that IL-6 and leptin are not implicated alone.

However, regarding the clinical case of the osteosarcoma
recurrence following ATT, AT-derived soluble factors may
not increase proliferation of tumor cells but they could
be more likely implicated in the activation of
quiescent/dormant tumor cells. We compared the effect
of AT-derived soluble factors on proliferating or
quiescent osteosarcoma cells in vitro, by cultivating cells
either on plastic dishes or in oncospheres under
anchorage-independent growth condition, respectively.
As expected from cell counting or mitochondrial activity
assay results which were described above on
proliferating cells, cell cycle analysis revealed that AT-
derived soluble factors decreased the proportion of cells
in G; phase, while they increased the proportion of cells
in the S/G,/M phases similarly to growth factors of FBS,
compared with 0% FBS medium (Figure 3A). In contrast
FBS or AT factors did not increase the proportion of cells
in the S/G2/M phases when osteosarcoma cells were
cultured in oncospheres (figure 3B). Ki-67 staining was
used to distinguish the non-dividing cells corresponding
to cells in Gy cell cycle phase. In proliferating culture
condition, a low proportion (4%) of cells in G, phase
were observed after 24h in 0% FBS. Addition of 10% FBS
did not change the G, cell proportion, while the addition
of 25% AT-CM slightly decreased the proportion of cells
in Gy (4% to 2.5%). However in oncospheres, for which a
high proportion (30.5%) of G, cells were detected with
0% FBS, the addition of FBS enabled part of G, cells to
enter G, phase (19.5% and 67.8% respectively), whereas
25% of AT-CM did not initiate a Gg-to-G; phase
transition. In contrast we observed an increase of Gy cell
proportion with AT-CM compared to 0% FBS (38.3%
versus 30.5%).

These results indicate that AT-derived soluble factors
that remain undetermined may accelerate cell cycle of
proliferating osteosarcoma cells, but may not change the
quiescent state of dormant tumor cells.

Discussion

Considering a rare and unexpected case of osteosarcoma
recurrence in a patient who was in remission for 10 years
and had undergone ATT for esthetic improvement, we
addressed concerns on the effects of ATT on proliferating
and quiescent osteosarcoma cells.

Annexes

Our results confirm that AT injections enabled a local
increase of osteosarcoma growth, as previously observed
for the xenograft Saos-2 model.” However AT injections
were not associated with an aggravation of lung
metastasis or osteolysis. AT-derived soluble and secreted
factors increased the in vitro proliferation of two
different osteosarcoma cell lines (MMG-HOS and MG-63)
up to 180%. However these experiments were
performed on proliferating tumor cells that may be
absent in patients who received ATT for esthetic
improvement following a cancer-free period. To clarify
whether ATT may contribute to ostesarcoma recurrence,
the AT effects on non-proliferating osteosarcoma cells
were tested. Non-oncosphere culture was used to induce
a quiescent stage in 30% of MNNG-HOS cells, while only
4% of MNNG-HOS cells were in G, stage in adherent
culture condition. We observed that AT-derived soluble
factors did not favor a Gg-to-G; phase transition of
MNNG-HOS cells in non-adherent oncospheres, in
contrast to FBS.

Besides the modulating effects on dividing osteosarcoma
cells, the AT effects on cancer stem cells (CSCs) must be
considered because CSCs are chemotherapy-resistant.
For patients with a good response to chemotherapy the
theory that CSCs remain present after treatment may
explain cancer recurrence in bone sarcoma™®*%,
Moreover, oncosphere culture using an anchorage-free
condition with serum privation has been used to isolate
CSCs from osteosarcoma biopsies22 or to induce a CSC-
like phenotype to osteosarcoma cell lines."™® Modulation
of the microenvironment induced by the ATT may re-
activate cell cycle progression in CSCs. Unfortunately,
only a few in vivo models of CSCs have been reported for
osteosarcoma and their use is limited.”

Our results demonstrated a boosting effect of AT-derived
soluble factors only on proliferating osteosarcoma cells,
whereas they were unable to change the quiescent stage
of those immortalized tumor cells in nonadherent
oncospheres. These opposite effects of AT on
proliferating or quiescent cells may explain the different
results that were observed between in vitro and
preclinical studies and retrospective clinical studies
which investigated the safety of ATT after breast cancers.
Indeed several in vitro and preclinical studies have
shown that AT-derived stem cells and cancer-associated
adipocytes contribute to breast carcinoma
progression.17,24,25 In contrast, two large retrospective
clinical studies, including 646 and 321 patients
demonstrated that lipofilling (ATT) was not associated
with a higher risk of recurrencel3,26 As discussed by
Pearl et al,15 the results from studies using
immortalized tumor cells do not reflect the clinical
context where reconstructive surgery is not considered
in case of growing and therapy-unresponsive tumors.
Donnenberg et al. suggested that AT-derived stem cells
may have non-contributory effects on local recurrence,
until an effect on dormant to active tumorigenic
transition is demonstrated.27

Beside the large retrospective clinical studies which are
reassuring, there is still an ongoing debate on the
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oncological safety of ATT for breast cancer patients for
who a high level of inherent recurrence risk is observed.
Three clinical cases of breast cancer recurrence after ATT
procedure have been reported to date28-31 and Petit et
al. also showed that a subgroup of young breast-cancer
patients with high tumor grade have a potentially higher
risk of local recurrence.32

In vitro and in vivo murine studies showing that ATT
promotes osteosarcoma proliferation cannot directly be
translated to the clinical setting. In order to answer the
safety question of ATT after cancer, randomized
controlled trials with a longer follow-up are required. As
no suitable cohort of osteosarcoma patients can be
constituted to answer this question, the development of
a mouse model of quiescent osteosarcoma would be of
major interest since it would permit the better
understanding of the survival and activation of CSCs and
the rare cases of late relapse of osteosarcoma.
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Figure 1: AT injection in MNNG-HOS osteosarcoma in athymic mouse.

(A) Evolution of median tumor volume for each group of MNNG-HOS-induced osteosarcomas (n=8). The group MNNG-HOS was not treated
and the groups MNNG-HOS+PBS and MNNG-HOS+AT were injected at day 10 post-induction with PBS or AT, respectively (arrow). Significant
differences are shown between MNNG-HOS and MNNG-HOS+AT groups (*: p<0.05; **: p<0.01). Results are representative of 3 different
donors. (B) Observation of lipids in MNNG-HOS tumor sections. Oil Red O staining identified small red lipid droplets in necrotic areas (n) and
large ones between some tumor cells which were located in the vicinity of adipocytes (ad). Original magnifications are indicated. (C)
Detection of proliferating cells in MNNG-HOS tumor sections. At day 20 post-tumor induction, human Ki-67 stained by
immunohistochemistry revealed mitosis in both MNNG-HOS + PBS and MNNG-HOS + AT groups. In the MNNG-HOS + AT group, 2 areas
were distinguished: one “far from adipocytes” (middle panel) and one “near adipocytes” (bottom panel) with tumor cells in the vicinity of
adipocytes (ad). Percentages indicate the rate of human Ki-67-stained nuclei based on 6 representative regions for each described areas.
Original magnifications are indicated. (D) Micro-computed tomography of tibias adjacent to tumors. Two representative tibias are presented
for the PBS and AT treated groups. Specific bone volumes (bone/total volume BV/TV %) at day 48 are indicated.
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Figure 2: AT secreted factors increase osteosarcoma cell proliferation.

(A) Photographs of an AT sample from a patient and an AT deposit in a cell culture insert. (B) Photographs of AT conditioned medium (AT-
CM) harvest. AT samples were placed in cell culture inserts (pore size 3 um) with MEM alpha under serum-free conditions (0% FBS) for
24 hours, before AT-CM harvest. (C) Mitochondrial activity of MNNG-HOS and MG-63 cells. Control medium without FBS was supplemented
with 10% of FBS or with AT-CM from 3 different donors (1 to 3) representing 50% of the total volume (50% AT-CM). Results are
representative of 20 different donors. Means of three wells are presented as percentages of control corresponding to medium with 0%

FBS. Error bars represent standard deviations. All the conditions were significantly different from 0% FBS (*: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.005).
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Figure 3: AT soluble factors modulate cell cycle of proliferating MNNG-HOS cells, but not the quiescent state of MNNG-HOS cells in
oncospheres.

After 12 hours in control medium without FBS, proliferating MNNG-HOS cells on plastic dishes were incubated for 24 hours in medium not
supplemented (0% FBS) or supplemented with 10 % FBS or 25%AT-CM. MNNG-HOS cells cultured in oncosphere were incubated for 48
hours in medium not supplemented (0% FBS) or supplemented with 10% FBS (10%) or 25%AT-CM. Cells were analyzed by flow cytometry
after DNA and Ki-67 staining (respectively by propidium iodide and a specific FITC-coupled antibody). Dot plots represent MNNG-HOS cell
repartition in cell cycle phases following DNA and Ki-67 detection. Because only 2-3% of cells were identified in subG, phase, only the
proportion of cells in Gy, Gy, and S/G,/M phases are indicated. Results are representative of 4 independent experiments.
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Supplemental figure 1: AT secreted factors increase osteosarcoma cell proliferation.

(A). Representative quantification of different cytokines and growth factors. Quantification of 29 cytokines and growth factors was
performed in AT-CM using the Luminex technology (Bio-Plex Pro Assays, Bio-Rad, France) according to the manufacturer’s instructions.
Interleukins (IL), chemokine ligands (CCL and CXCL), growth factors (fibroblast GF-2, vascular endothelial GF-A, platelet-derived GF-bb,
tumor necrosis factor alpha, interferon gamma, leukemia inhibitory factor) and adipokines (leptin, resistin, visfatin) were measured in
medium conditionned by MNNG-HOS cells or AT (MNNG-HOS-CM and AT-CM). ND: not detected. (B) Western blot. Whole-cell protein
extracts were obtained and analyzed as previously described. Primary antibodies to phospho-STAT3 (Tyr705) (Cell Signaling Technologies;
Beverly, MA, USA), phospho-STATS (Tyr694) (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) or BRactin (Sigma Aldrich) were tested. (C) Mitochondrial
activity of MNNG-HQS. After an overnight starving (0% FBS), control medium (0% FBS) was supplemented with AT-CM (50% of the total
volume) and combined with gp130-antibody (anti-gp130) or relevant 1gG (isotype) as controls or not combined with antibody (no Ab).
Recombinant human leptin was added to control medium (0% FBS) to indicated concentrations and was compared to 50% AT-CM. Results
are means of 3 wells and are presented as percentage of control (CT) with SD. MNNG-HOS proliferation was not increased by the addition
of recombinant human leptin, although this recombinant leptin, like the AT-CM, enabled the activation of the STAT pathway in MNNG-HOS
cells. IL-6 signaling was inhibited with an antibody directed against the gp130 subunit of the IL-6-family receptors as previously described.
The neutralizing antibody targeting gp130 did not prevent osteosarcoma cell proliferation induced by AT-CM. These results indicate that AT
produce soluble mediators that activate osteosarcoma cell proliferation but that leptin, IL-6 and other IL-6-family cytokines are not
implicated alone.
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Abstract

Conventional therapy of primary bone tumors includes
surgical excision with wide resection, which leads to
physical and aesthetic defects. For reconstruction of
bone and joints, allografts can be supplemented with
mesenchymal stem cells (MSCs). Similarly, adipose
tissue transfer (ATT) is supplemented with adipose-
derived stem cells (ADSCs) to improve the efficient
grafting in the correction of soft tissue defects. MSC-
like cells may also be used in tumor-targeted cell
therapy. However, MSC may have adverse effects on
sarcoma development. In the present study, human
ADSCs, MSCs and pre-osteoclasts were co-injected with
human MNNG-HOS osteosarcoma cells in
immunodeficient mice. ADSCs and MSCs, but not the
osteoclast  precursors, accelerated the local
proliferation of MNNG-HOS osteosarcoma cells.
However, the osteolysis and the metastasis process
were not exacerbated by ADSCs, MSCs, or pre-
osteoclasts. In vitro proliferation of MNNG-HOS and
Saos-2-osteosarcoma cells was increased up to 2 folds in
the presence of ADSC-conditioned medium. In contrast,
ADSC-conditioned medium did not change the
dormant, quiescent state of osteosarcoma cells cultured
in oncospheres. Due to the enhancing effect of
ADSCs/MSCs on in vivo/in vitro proliferation of
osteosarcoma cells, MSCs may not be good candidates
for osteosarcoma-targeted cell therapy. Although
conditioned medium of ADSCs accelerated the cell cycle
of proliferating osteosarcoma cells, it did not change
the quiescent state of dormant osteosarcoma cells,
indicating that ADSC-secreted factors may not be
involved in the risk of local recurrence.

Keywords : mesenchymal stem cell, osteosarcoma,
adipose tissue transfer, cell cycle, quiescence

1. Introduction

High-grade osteosarcoma is an aggressive primary
malignant bone tumor that is associated with a relatively
good outcome since polychemotherapy courses have
been introduced (50-70% survival rate at 5 years for the
non metastatic form at diagnosis [1, 2]). Osteosarcoma
treatment comprises surgical excision with wide
resection of the tumor after neo adjuvant
chemotherapy. Adjuvant chemotherapy is then adapted
to histological response [3]. Concerning surgical
techniques, limb sparing is currently the preferred
option. Reconstruction is dependent on resection site: if
epiphysis cannot be preserved, mega prosthesis
sometimes associated with allograft is mainly used [4].
Otherwise, different conservative techniques are
described: massive autograft [5], vascularized autograft
sometimes associated with allograft or isolated allograft
[6-8].

A complete remission from osteosarcoma is predicted
after 10 years of event free survival [9-13], where after
the primary challenge is to ameliorate the quality of life
of patients suffering from physical and aesthetic defects
due to tumor resection. For recovery of damaged soft
tissues, plastic and reconstructive surgery includes
autologous grafts of adipose tissue. Regenerative
medicine promises new alternatives through the use of
mesenchymal stem cells (MSCs), which are bone
marrow-resident and multipotent cells. They have been
originally identified as a source of bone progenitor cells,
but they also differentiate into adipocytes, chondrocytes
and myoblasts. Human MSCs may be combined with
scaffolds to increase bone healing as reported [10, 12].
Moreover, the use of MSCs cultured from bone marrow
to supplement osteoarticular allograft in patients
treated after bone tumor resection did not increase the
risk of local tumor recurrence compared to control
populations. Additionally, MSCs can be modified to
express tumor-targeted agents [14, 15] and used as
“mesenkillers” [16].
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Adipose tissue represents an alternate source of MSC-
like cells, avoiding the problems of pain, morbidity and
low cell number associated with bone marrow harvest
[17]. In plastic and reconstructive surgery, adipose
tissue-derived stromal cells (ADSCs) may be used to
increase in situ survival of the autologous adipose-tissue
graft as shown in recent studies [18-23]. ADSC have also
been utilized as cellular delivery vehicles in bone
reconstruction [24].

The use of adjuvant MSC-like cells in the treatment of
osteosarcoma may be an important therapeutic issue for
patients with lung metastasis associated with poor
outcome (30% survival rate at 5 years) [25]. However,
the impact of unmodified MSCs on tumor progression
remains unpredictable [26]. For instance, it has been
observed that rat and human MSCs can promote tumor
growth and metastasis in osteosarcoma models [27-30].

Facing a unique clinical case of osteosarcoma recurrence
following autologous adipose-tissue transfer, we started
to investigate the interactions between osteosarcoma
and adipose tissue by using pre-clinical experiments [30].
In the present report, we compared the interactions of
MNNG-HOS cells-induced osteosarcoma with human
ADSCs/MSCs and with human pre-osteoclasts. It is
established that osteoclasts are involved in
osteosarcoma progression and are believed to either
enhance or suppress metastases [31-33]. In this study,
pre-osteoclasts did not increase the tumor size and the
lung metastasis. In contrast, ADSCs and MSCs increased
the size of MNNG-HOS-induced tumors, but the
metastasis process and the osteolysis were not
exacerbated. Paracrine effects of ADSCs were
investigated on osteosarcoma cells after culture in
monolayer or oncospheres in order to observe the
effects on proliferative or quiescent cell stages. The
addition of 50% ADSC-conditioned medium significantly
increased the in vitro proliferation of two osteosarcoma
cell lines (MNNG-HOS and Saos-2), whereas it did not
decrease the proportion of cells in G, phase. These
results suggest that ADSCs/MSCs may be safe in
reconstructive surgery after bone tumor resection and
not involved in the risk of local recurrence. However,
ADSCs/MSCs do not appear to be good candidates for
tumor-targeted cell therapy in osteosarcoma, given their
enhancing effects on tumor progression.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics statement

Adipose tissue samples were obtained from patients
who underwent abdominal liposuction in the plastic
surgery department of Nantes University Hospital
(France). Bone marrow aspirates were obtained from
patients during orthopaedic surgical procedures in Tours
University Hospital (France). Blood samples were
obtained from the “Etablissement Frangais du Sang” in
Nantes. Oral consent was obtained from informed
patients in accordance with French law (Art. L. 1245-2 of
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the French public health code, Law n° 2004-800 of 6
August 2004, Official Journal of 7 August 2004). The
donors had no significant medical history.

Experiments involving animals were conducted in
accordance with French guidelines (named "Charte
nationale portant sur I'éthique de I'expérimentation
animale" by the French ethics committee) and were
approved by the regional committee on animal ethics
named CEEA.PdL.06, with project authorization number
2013.4.

2.2. Cell lines and culture conditions

Osteosarcoma cell lines. MNNG-HOS and Saos-2 cells
were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC numbers CRL-1547 and HTB-85
respectively, Manassas, VA, USA). The cells were cultured
in Minimum Essential Medium alpha with nucleosides
and 1 g/L D-Glucose (Gibco® MEM aq; Life technologies,
Saint Aubin, France) and supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS, GE Healthcare, Vélizy-Villacoublay,
France), at 37°C in a humidified atmosphere
(5% CO,/95% air). For culture under anchorage-
independent conditions, medium was supplemented
with 1.05% of methylcellulose (R&D Systems, Lille,
France) and 2.5% FBS. MNNG-HOS cells were named
LucF-HOS cells when they were modified to express the
Enhanced Fluorescent Green Protein (EGFP) and firefly
luciferase (LucF) genes as previously described [34].

Adipose- or bone marrow-derived stem cells. ADSCs were
obtained from human fat samples which were removed
using the Coleman’s procedure [30, 35-37] and MSCs
were obtained from human bone marrow aspirates [38].
From human fat or bone marrow samples, adherent cells
were obtained and at passage 3, they were
characterized. As previously described, [30, 39] flow
cytometry analysis was performed to detect surface
markers (CD105, CD90, CD75, CD45, CD34 and CD3) and
their differentiation capacity towards osteogenic,
adipogenic, chondrogenic or leiomyocyte lineages was
assessed. ADSCs were transduced using EGFP-expressing
lentiviral particles [34].

CD14 cells. They were obtained from human peripheral
blood mononuclear cells and selected with CD14
Microbeads by MACS technology (Miltenyi Biotec, Paris,
France) [40]. To induce pre-osteoclast differentiation,
CD14" monocytes were cultured in alpha-MEM
containing 10% FBS, 25 ng/mL™" of human macrophage
colony stimulating factor (MCSF; from R&D Systems) and
100 ng/mL " of human RANKL (kindly provided by Amgen
Inc., Thousand Oaks, USA) for 7 days.

Conditioned media. ADSCs and MSCs were cultured to
near confluence with MEM a medium supplemented
with 10% FBS, washed twice and cultured overnight in
serum-free medium which was then collected and frozen
(-20°C), constituting ADSC- or MSC-conditioned medium
(C™m).

2.3. Osteosarcoma model
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Tumor induction. 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). The mice were anaesthetized by inhalation of an
isoflurane-air mix (2% for induction and 0.5% for
maintenance, 1 L/min) before any surgical manipulation
and by intraperitoneal injection of a ketamine-xylazine
mix (16 mg/kg and 66 mg/kg respectively) for
bioluminescence measurements. Osteosarcoma
development was induced into the tibial anterior muscle,
by injection of 2x10° MNNG-HOS cells, alone or with
ADSCs, MSCs or pre-osteoclasts at indicated ratios.
Tumor volume was calculated with the formula (12xL)/2
where | and L represent the smallest and largest
diameter respectively.

Histology analysis. Tumor samples were fixed in 10%
buffered formaldehyde and then decalcified in 4% EDTA
0.2% paraformaldehyde (PFA, pH 7.4) buffer for 4 weeks.
After embedding in paraffin wax, 5 um-thick sections
were stained with Haematoxylin—Eosin—Safran (HES).
Human nucleus detection was performed using a
digoxin-labeled human locked nucleic acid Alu probe
(Exigon, Vedbaek, Denmark) as described previously
[10]. Briefly, 70 nM Alu was hybridized on histological
sections following DNA denaturation, in a buffer
containing 4 X SSC (S6639, Sigma Aldrich, St. Quentin
Fallavier, France), 50 % deionized formamide, 1 X
Denhardt’s solution, 5% dextran sulfate and 100 pg/mL
Salmon sperm DNA, for 19 hours at 56°C. Finally, the Alu
probe was detected by peroxidase-based immunohisto-
chemical procedure. For Tartrate-Resistant Acid
Phosphatase (TRAP) detection slides were incubated 1 h
in a 1mgml™" naphthol AS-TR phosphate,
60 mmol I'lN,N—dimethylformamide, 100 mmol I
sodium tartrate and 1 mg ml™ Fast Red TR salt solution
(Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and
counterstained with haematoxylin. EGFP detection was
observed on frozen sections with fluorescence
microscopy directly or after immunostaining using
mouse monoclonal to GFP primary antibody (Abcam,
Paris, France) and Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG
(Life Technologies, Saint-Aubin, France).

Lung metastasis detection. Lungs were systematically
observed for macroscopic nodules at necropsy.
Macroscopic detection was completed by
bioluminescence detection for tumor models induced
with luciferase-expressing MNNG-HOS cells. The animals
were placed individually in an induction chamber, and
anaesthesia was induced with 3% isoflurane in oxygene.
Then, mice were intra-peritoneally injected with 3 mg D-
Luciferin (Interchim, Montlugon, France) in 250 ul of
water, based on 25 g weight. After 7 min, mice were
sacrificed for quick extraction of the lungs, which were
placed into a photon Imager NightOWL LB 981 (Berthold
technologies,  Thoiry, France). Bioluminescence
acquisition was performed for two 1.5 min. The BLI is
expressed as photons per pixel per second after
background subtraction.
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Micro-computed tomography (uCT). Mouse tibiae were
fixed in 10% buffered formaldehyde and scanned with a
high resolution X-ray micro—computed tomography
Skyscan 1076 (Skyscan, Kontich, Belgium) using the
following parameters: pixel size 18 um, 50 kV, 0.5 mm Al
filter, for 15 minutes. The 3D reconstruction was
analyzed using the NRecon software. Bone parameters
following the bone ASBMR nomenclature were
quantified using the CTan software (Skyscan) and
performed on 2 mm of tibia from the fibula insertion
point.

2.4. Cell viability:

Three thousand cells per well were seeded into 96-well
plates and after the appropriate culture period, WST-1
reagent (Roche Diagnostics, Meylan, France) was added
to each well and incubated for 15 hours at 37°C;
absorbance was read at 490 nm. During the culture
period, medium was supplemented with fat-CM or
ADSC-CM or recombinant human leptin as indicated
(R&D Systems) or with an antibody directed against the
subunit gp130 of IL-6 family receptor (10 pg/mL; clone
BK5 from Diaclone, Besangon, France) as described [41].

2.5. Cell Cycle Analysis

Subconfluent cells were treated as indicated and labeled
with propidium iodide [42]. FITC-coupled mouse anti-
human Ki-67 antibody or irrelevant isotype antibody for
control (BD Pharmingen, France) was eventually added
before DNA staining with propidium iodide. Cell cycle
distribution based on 2n or 4n DNA content was
analyzed by flow cytometry (Cytomics FC500; Beckman
Coulter, France) and 20000 events were analyzed with
MultiCycle AV Software, Windows version (Phoenix Flow
System; San Diego, CA, USA) and CXP Analysis software
version 2.2 (Beckman Coulter).

2.6. Multiplex assay:

Quantification of soluble factors listed in figure 3c was
performed using the Luminex technology (Bio-Plex Pro
Assays,Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) according
to the manufacturer’s instructions.

2.7. Reverse Transcription and Quantitative PCR:

RNA was extracted using NucleoSpin RNA Il (Machery-
Nagel, Duren, Germany). Reverse transcription (RT) was
performed using 2 pg of total RNA and ThermoScript RT
(Invitrogen Life Technologies). Then 20 ng of cDNA were
amplified using the 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
with primers. Gene names and primer sequences are
indicated in table 1. Quantitative analysis was performed
with the iCycler iQ Real-time PCR Detection System (Bio-
Rad). Relative fold change of gene expression was
calculated following the delta delta Ct method [43]. The
reference genes ACTB and GAPDH were used for
normalization.

2.7. Statistical analysis
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GraphPad InStat v3.02 software (La Jolla, CA, USA) was
used. In vivo experimentation results were analyzed with
the unpaired nonparametric method and Dunn’s
multiple comparisons following the Kruskal-Wallis test. A
p value of less than 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

3.1 MSC-like cells increase MNNG-HOS osteosarcoma
growth without exacerbation of osteolytic lesions and
lung metastases.

In order to know whether MSC-like cells can affect
human osteosarcoma growth, they were co-injected with
MNNG-HOS cells in mice. Adherent cells derived from
human bone marrow or adipose tissue displayed similar
phenotype, being CD3, CD34 and CD45 negative and
CD73, CD90 and CD105 positive (Fig 1a). For meeting the
minimal criteria to define mesenchymal stem cells [44],
these cells were differentiated into at least three
different lineages as previously shown [30, 39]. MSCs or
ADSCs have induced a similar increase in the growth of
MNNG-HOS-induced tumors when they were co-injected
in comparison with MNNG-HOS cells alone (Fig. 1b).
Furthermore we observed that a higher dose of ADSCs
induced a stronger growth of tumors (Fig. 2a). It was
shown that osteolysis enhances osteosarcoma growth in
some murine models [33, 45]. Therefore, human
osteoclast precursors, obtained by stimulating CD14
positive cells with MCSF and RANKL were also co-
injected with MNNG-HOS cells (Fig. 1c). In contrast to
human MSCs, osteoclast precursors (CD14 positive cells)
did not change tumor growth (Fig. 3a). ADSCs, MSCs or
CD14-positive cells did not induce any tumor
development when injected alone in mice.

As depicted in Figure 2b, histology analysis showed very
similar characteristics with undifferentiated connective
tissues in all groups. When EGFP-expressing ADSCs were
co-injected with MNNG-HOS cells in mice, EGFP was
detected within the tumor sections at day 10 post-tumor
induction (Fig. 2c), but was no longer detected at day 24.
Starting with 33% of ADSCs, the MNNG-HOS tumors
contained less than 5% of ADSC at day 10 and none at
day 24 post-tumor induction. Therefore, the tumor mass
grew mostly through the MNNG-HOS cell proliferation
and was not due to ADSC proliferation.

Bone morphometry parameters for the tibia in contact to
tumors appeared very similar in all groups (Fig. 1c and
2d). In mice that were co-injected with human pre-
osteoclasts, Alu-sequence-hybridization and TRAP
staining were performed on serial sections of mouse
tibia bearing osteosarcoma at day 30 post-tumor
induction (Fig. 3b). Alu-sequence-hybridization signal
identified the human tumor cells, but did not co-localize
with TRAP-positive osteoclasts, indicating that no
functional osteoclast may have derived from human
CD14 positive cells. This result correlated with the fact
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that no aggravation of the osteolysis was observed in
MNNG-HOS + CD14 group (data not shown).

Firefly luciferase-expressing MNNG-HOS cells were used
to reveal lung metastases by bioluminescence. During
the entire animal imaging, strong signals at the primary-
tumor injection sites were detected, but signals in lungs
were rarely detected (Fig. 3c). Imaging of excised lung
lobes detected metastases in all animals, even though
only half of the mice were identified with macroscopic
lung metastases. Bioluminescence quantification of lung
metastases did not show significant differences between
the groups injected with tumor cells alone or those with
MSCs or osteoclast precursors (Fig. 3c).

In a manner very similar to what was observed with the
injection of human adipose tissue, MSCs and ADSCs
increased the tumor growth of primary human
osteosarcoma, whereas human osteoclast precursors did
not. The metastasis process and the massive osteolysis
that is always observed on mouse tibia bearing MNNG-
HOS-induced tumors were not exacerbated by the co-
injection of human MSC-like cells or pre-osteoclasts.

3.2 Paracrine effect of MSC-like cells on proliferative or
quiescent osteosarcoma cells.

MSC-like cells may support osteosarcoma growth
through secreted growth factors and cytokines.
Supporting this hypothesis, the addition of 50% ADSC-
conditioned medium (CM) without FBS
complementation significantly increased the in vitro
proliferation of two osteosarcoma cell lines (MNNG-HOS
and Saos-2) as measured by trypan blue counting or
WST-1 assay (Fig. 4a). MSC-CM also activated the in vitro
proliferation of osteosarcoma cell lines. As deciphered by
cell cycle analysis (Fig. 4b), MSC-CM increased the
proportion of MNNG-HOS cells in the G2/M phase
similarly to 10% FBS complementation in comparison to
0% FBS. Among 29 cytokines/growth factors measured
by multiplex assay (Fig. 4c), we did not identify a
paracrine mediator that would be present in both MSC-
and ADSC-CM, but that would not be an autocrine
mediator secreted by MNNG-HOS and Saos-2 cells.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) concentrations
were greater in osteosarcoma cell-CM than in medium
conditioned by MSCs. Interleukine-8 and -6 (IL-8 and IL-
6) concentrations were higher in medium conditioned by
ADSCs than in osteosarcoma cell-CM or MSC-CM.
Similarly to what was observed using adipose tissue-CM,
the osteosarcoma cell proliferation induced by ADSC-CM
was not prevented by inhibition of IL-6 or IL-8 signaling
with neutralizing antibody directed against the gp130
subunit or the chemokine (C-X-C motif) receptor 1/2
respectively (data not shown).

Considering that MSC-like cells are only used following
chemotherapy and tumor resection for bone or soft
tissue repair, it may be of interest to test their paracrine
effect on quiescent osteosarcoma cells rather than on
proliferating ones. To this aim, MNNG-HOS cells were
cultured without anchorage, inducing the formation of
oncospheres (Fig. 5a), as done to isolate cancer stem
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cells from osteosarcoma biopsies [46] or to induce a
cancer stem cell-like phenotype [47]. As expected [48],
we observed a significant enhanced expression of
embryonic stem-cell specific transcription factors such as
OCT4 (POUS5F1; >300 fold), SOX2 (>50 fold) and NANOG
(>9 fold) for MNNG-HOS cells cultured in oncospheres
compared to those cultured in monolayers (Fig. 5b). A
concomitant down-regulation of osteogenic and
chondrogenic specific genes (0.33-fold for RUNX2 and
0.4-fold for SOX9) was noted, while expression of
adipogenic specific genes were slightly increased (1.7-
fold for PPARG and 2.4-fold for FABP4). Furthermore,
MNNG-HOS cells cultured in oncospheres slowed down
their proliferation as shown by the decrease of MYC
expression (Fig 5b) and by the low proportion of MNNG-
HOS cells that were detected in S/G2/M phases (<15%)
(Fig. 5c). Cell cycle analysis combining DNA and Ki-67
staining also revealed a high proportion (30%) of non-
dividing cells corresponding to cells in Gq cell cycle phase
in oncospheres. However, FBS complementation enabled
part of Gg cells to enter G, phase (2-fold decrease of G,
cells). In contrast ADSC- or MSC-CM did not decrease the
proportion of cells in Gy. These results indicate that
ADSCs and MSCs, through secreted factors, may
accelerate the cell cycle of proliferating osteosarcoma
cells, but may not change the quiescent state of dormant
tumor cells.

4. Discussion

We have previously shown that murine MSC-like cells
increased tumor growth when they were co-injected
with osteosarcoma cells in mice. Presently, we
demonstrate that osteosarcoma growth is also
supported by the co-injection of human MSC-like cells,
either derived from adipose tissue or bone marrow, but
not by osteoclast precursors. In tumors induced by the
co-injection of MNNG-HOS cells and ADSCs, ADSCs were
not identified at the end of in vivo experiments. Soluble
factors produced by ADSC increased by up to 2-fold the
in vitro proliferation of two different osteosarcoma cell
lines (MMNG-HOS and Saos-2). These results indicate
that ADSCs/MSCs may modulate the early MNNG-HOS
tumor development, at least partially through paracrine
effects as described for cancer-associated adipocytes and
breast cancer [49] or adipose tissue and osteosarcoma
[Avril PRS 2015] It has been suggested that MSCs
improve angiogenesis after an ischemic lesion [50, 51] or
facilitate successful fat injection during surgery for breast
augmentation or reconstruction [19]. By stimulating
neovascularization, MSC-like cells may contribute to
sarcoma growth [25, 44]. VEGF was identified in
ADSC/MSC-conditioned medium but in concentrations
similar to MMNG-HOS/Saos-2 cell-conditioned medium.
In samples of MNNG-HOS-induced tumors which have
otherwise overgrown due to MSC-like cells, we could not
observe any change in VEGFA expression nor in tumor
neovascularization (data not shown). Bian et al. [27]
have reported that human MSCs promoted Saos-2
osteosarcoma growth but through Interleukin 6 (IL-6)
secretion. In the present study, IL-6 and IL-8 were indeed
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detected in the ADSC-conditioned medium. Nonetheless,
they were not identified as the molecules that could
mediate enhanced proliferation of MMNG-HOS and
Saos-2 cells. Similarly, the basic fibroblast growth factor
(FGF-2) did not enhance the proliferation of
osteosarcoma cells in vitro (data not shown), despite the
fact that a role of FGF-2 in tumor progression was
suggested, especially in an original mouse model of
osteosarcoma [52]. Other soluble factors that were not
investigated in this study can favor tumor progression
such as metalloproteinase 11 and collagen VI whose
implication was described for the breast cancer-
adipocyte interaction [53] and lysophosphatidic acids
implicated in bone metastases [54]. All these factors may
be implicated, not solely, but likely in combination, in
osteosarcoma cell proliferation.

Preclinical studies have shown that adipocytes and MSCs
play an important role in migration and dissemination of
cancer cells [55, 56]. Concerning osteosarcoma, one
publication has reported that human MSCs injected
through the caudal vein of mice bearing Saos-2- induced
an increase in tumor volume associated with more
severe osteolytic lesions and a higher rate of pulmonary
metastasis [29]. A similar pro-metastatic effect was
observed with rat MSCs injected intravenously in rats
bearing osteosarcoma [28, 57], while co-implantation of
rat MSCs and osteosarcoma cells did not promote lung
metastasis [28]. In the present study, we did not observe
an aggravation of osteolytic lesions and lung metastases
despite tumor growth increase following co-injection of
ADSCs/MSCs with MNNG-HOS cells in mice. Because the
metastasis process was not changed by ADSCs/MSCs
injection in vivo, ADSC-derived soluble factors were not
tested in in vitro migration assays of osteosarcoma cells.

Growth of osteosarcoma is supported by its
microenvironment which includes osteoclasts. The role
of osteoclasts was demonstrated in osteosarcoma
models through osteolysis blockage which enhanced
tumor regression or allowed tumor growth inhibition
[33, 58]. However, Endo-Munoz et al. [31] have reported
that the loss of osteoclasts in the early development of
osteosarcoma is associated with metastasis potential of
osteosarcoma cells. Surprisingly in the present study, the
osteosarcoma development including local growth, lung
metastasis and osteolysis, were not changed by the early
co-injection of pre-osteoclasts (MCSF and RANKL-
stimulated CD14 positive cells) with MNNG-HOS cells in
mice. This experiment did not confirm that osteoclasts
could activate osteosarcoma growth or prevent the
metastasis process while no mature human osteoclasts
could be detected in vivo following co-injection.

MSC appear to have a dual nature, regarding their ability
to promote tumor growth and metastasis or to suppress
tumor progression [26]. Beyond speculation, the reasons
for the discrepant actions of MSCs on tumor growth are
under investigation and may be attributed to differences
in tumor models, the dose or timing of MSC injections,
the animal host, or the inflammatory status of MSCs
[59]. In view of the enhancing effect of ADSCs/MSCs on
the proliferation of osteosarcoma cells both in vivo and
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in vitro, MSCs may not be good candidates for
osteosarcoma-targeted cell therapy.

Nonetheless, the models of MSC injection in rodents
bearing fast-growing tumors are unlikely useful for
clinical application in reconstructive surgery following
chemotherapy and/or tumor resection. Aanstoos et al.
[60] have recently tested MSC injection after amputation
in mice bearing osteosarcoma and showed that MSC
injection at the surgical site did not promote pulmonary
metastasis or local recurrence compared to no-MSC
injection; however MSC intra-venous injection induced a
faster development of pulmonary metastasis. More than
20 years ago, Hernigou et al. supplemented bone
allograft with autologous bone marrow from the iliac
crest and then started to use nucleated cells
concentrated from bone marrow aspirate. By implanting
autologous concentrated bone marrow cells including
MSCs in 1,873 patients not bearing sarcoma, they did
not observe more neoplastic events than the normal
population [61]. Similarly, no increased risk of neoplasia
was reported in a cohort of more than 200 patients
treated with MSCs for different regenerative medicine
applications [62]. Furthermore, Hernigou et al. reported
that the autologous concentrated bone marrow cell
adjuvant therapy in 92 patients treated after bone tumor
resection did not increase the risk of local tumor
recurrence compared to control populations [63].

In the present study, the effect of ADSC-secreted factors
were tested on dormant cancer cells that could be
present following therapy. For this purpose,
osteosarcoma cells were cultured in oncospheres to
induce a cancer stem cell-like phenotype [47]. We
observed that conditioned medium of ADSCs did not
change the quiescent state of dormant osteosarcoma
cells when they were cultured in oncospheres, while
such medium accelerated the cell cycle of proliferating
osteosarcoma cells. This result indicates that ADSC-
secreted factors may not be involved in the local
recurrence by activation of cancer stem cells. This result
combined with those obtained with adipose tissue-
secreted factors is reassuring for the complementation of
adipose tissue transfer with ADSCs in plastic
reconstructive surgery, but further investigation using
preclinical models which mimic quiescent state of
osteosarcoma are still needed to warrant safe clinical use
of ADSCs following osteosarcoma resection.
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Annexes
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Figure 1: Co-injection of MNNG-HOS cells with ADSCs and MSCs in athymic mouse.

(a) ADSCs and MSCs were characterized by flow cytometry analysis. After the third passage in culture, cells were incubated with
fluorescent-coupled antibody directed against the indicated clusters of differentiation (CD) and compared to unlabelled cells (CRT). (b)
Mean tumor volume evolution is presented for each group of mice (n=8). HOS group was induced with 2.10° MNNG-HOS cells, while the
groups HOS+ADSCs and HOS+MSCs were injected with 2.10° MNNG-HOS cells plus 5.10° ADSCs or MSCs, respectively. Significant differences
are indicated only for HOS groups with other groups at day 30 (**: p<0.01). (c) Microscanner images of tibiae bearing tumors are shown.
Tumor volume (mm?®) and specific bone volume (%) are indicated.
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Figure 2: Co-injection of MNNG-HOS cells with ADSCs at ratio 10/1 or 2/1 in athymic mouse.

(a) Tumor progression is reported for three groups of mice (n=8) injected with 2 million MNNG-HOS cells either alone, or with 1 million or
0.2 million of ADSCs, named HOS, HOS+ADSCs 10/1, and HOS+ADSCs 2/1 respectively. Individual tumor volumes are represented as dots
and mean tumor volumes as red lines. Mean tumor volumes are presented for the three groups injected with MNNG-HOS cells and for the
group injected with 1 million ADSCs alone. Significant differences between the MNNG-HOS and the HOS+ADSCs 2/1 groups are indicated (*:
p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001). (b) Hematoxylin-Eosin-Safran staining on tumor sections revealed undifferentiated sarcomas. (c)
EGFP-expressing ADSCs were detected at day 10 post-tumor induction. EGFP was detected either indirectly by immunofluorescence (red,
Ac-EGFP) or by direct fluorescence (green, EGFP). Nuclei were stained with DAPI (blue). Images (red, green, blue) were combined using
ImagelJ software (Merge). Original magnifications are indicated. (d) Tibia remodelling was analyzed when mean tumor volume reached 3000
mm? in each group, corresponding to day 45 or 35 after tumor induction for HOS and HOS+ADSCs 2/1 groups, respectively. Mean
parameters and SD are shown for percent bone volume (BV/TV in %), bone surface/volume ratio (BS/BV) and trabecular thickness (Tb.Th).
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Figure 3: Co-injection of MNNG-HOS cells with MSCs or pre-osteoclasts in athymic mouse.

(a) Evolution of median tumor volumes is reported for each group of mice (n=6). The HOS groups were injected with 2.10° MNNG-HOS cells,
while the groups HOS+MSCs and HOS+CD14 were injected with 2.10° MNNG-HOS cells plus 1 million MSCs or RANKL-MCSF-activated CD14
cells, respectively. Significant differences between HOS+MSCs and HOS groups are indicated by single stars for p<0.05. (b) TRAP staining and
Alu-sequence hybridization were performed on serial sections of tumors obtained 34 days after HOS+CD14 injection. Arrows indicate
potential osteoclasts that were TRAP positive (red staining) but negative for Alu hybridization (nuclei stained in blue). In contrast numerous
Alu-positive nuclei corresponding to MNNG-HOS cells were stained in brown. (c) Luciferase-activity was detected at day 34 after cell
injections. One representative image of bioluminescence in vivo detection is shown for primary-tumor sites (top left panel), for secondary-
tumor sites at lungs using a cache for primary sites (top right panel) and for excised lung lobes (low panel). The quantification of ex vivo
luciferase activity of lung lobes is expressed as photons per pixel per second (Ph/pix s) after subtraction of photon noise. Quantification is
showed for each animal (point) and the mean value is showed for each group (bar). No significant differences were observed between
groups.
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Figure 4: MSC-like cell secreted factors on proliferation of osteosaroma cells in vitro.

(a) Mitochondrial activity of MNNG-HOS or Saos-2 cells was measured after 24 hours in medium without FBS (CT) or supplemented with
ADSC-conditioned medium representing 10% or 50% of the total volume. Results are the means of 3 wells and are presented as percentage
of control (CT) with standard deviations. Significant differences between CT and ADSC-CM are indicated (*: p < 0.05; ***: p < 0.001). (b) Cell
cycle analysis of MNNG-HOS cells was measured after 24 hours in medium not supplemented (CT) or supplemented with FBS (10%) or MSC-
CM (25%). The histograms represent cells numbers in cell phases. Because only 3-2% of cells were identified in the sub-Gy phase, only the
proportion of cells in the Go/G1, S and G,/M phases are indicated. (c) Quantification of different cytokines or growth factors using multiplex
immunoassay in medium conditioned by MNNG-HOS, Saos-2 cells, ADSCs or MSCs. Interleukins (IL), chemokine ligands (CCL and CXCL),
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growth factors (fibroblast GF-2, vascular endothelial GF-A, platelet-derived GF-bb, tumor necrosis factor alpha, interferon gamma, leukemia
inhibitory factor) and adipokines (leptin, resistin, visfatin) were measured. #: not detected.
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Figure 5: MSC-like cell secreted factors on quiescent osteosaroma cells in vitro.

(a) Representative image of spheres obtained with MNNG-HOS cells cultured under an anchorage-independent condition.
Immunohistochemistry detection of Ki-67 revealed a high proportion of proliferating cells (>50%). (b) Relative expression fold changes are
presented for mRNA of MNNG-HOS cells cultured either under anchorage (monolayer) or non-anchorage conditions (spheres). Gene name
symbols with corresponding full names are indicated in Table 1. Results are means of 3 samples and are presented with standard deviations.
Significant differences between the anchorage and non-anchorage culture conditions are indicated (*: p < 0.05; ***: p < 0.001). (c) Dot plots
present the % of MNNG-HOS cells in different cell cycle phases following DNA and Ki-67 detection by flow cytometry. MNNG-HOS cells
cultured in oncosphere were incubated for 48 hours in medium not supplemented (0% FBS) or supplemented with 10% FBS (10%) or 25%
ADSC/MSC-CM. Results are representative of 3 independent experiments.

- Official full name; Sense primer
Official Symbol Other name Antisense primer
ACTB Actin beta CCAACCGCGAGAAGATGA
CCAGAGGCGTACAGGGATAG
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase TGGGTGTGAACCATGAGAAGTATG
GGTGCAGGAGGCATTGCT
POU5F1 POUclass 5 homeobox 1; OCT4 CAATTTGCCAAGCTCCTGA
AGATGGTCGTTTGGCTGAAT
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 GTATCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG
TCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAC
NANOG Nanog Homeobox ATGCCTCACACGGAGACTGT
AAGTGGGTTGTTTGCCTTTG
RUNX2 Runt-related transcription factor 2; CBFA1 GTGCCTAGGCGCATTTCA
GCTCTTCTTACTGAGAGTGGAAGG
SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 GTACCCGCACTTGCACAAC
TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC
PPARG Peroxisome proliferator-activated receptor gamma GACCTGAAACTTCAAGAGTACCAAA
TGAGGCTTATTGTAGAGCTGAGTC
FABP4 Fatty acid binding protein 4 CCTTTAAAAATACTGAGATTTCCTTCA
GGACACCCCCATCTAAGGTT
mMYC Myelocytomatosis viral oncogene homolog CACCAGCAGCGACTCTGA
GATCCAGACTCTGACC GC

Table 1: List of genes analyzed by real time RT-PCR.
Genes are presented with official gene symbols, corresponding full name and other used name. Forward and reverse primer sequences
used to perform the analyses are indicated.
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IMPACT DU TRANSFERT DE TISSU ADIPEUX ET DE CELLULES SOUCHES
MESENCHYMATEUSES SUR LE RISQUE CARCINOLOGIQUE

IMPACT OF ADIPOSE TISSUE AND MESENCHYMAL STEM CELL TRANSFER

ON CARCINOLOGICAL RISK

La Greffe de Tissu Adipeux (GTA) est une technique de
reconstruction tissulaire couramment utilisée en chirurgie
plastique. Cependant, I'innocuité de la GTA dans un contexte
post-tumoral demeure incertaine. Suite a I'observation au CHU
de Nantes d'un cas de récidive locale et tardive d’un
ostéosarcome 13 ans apres la premiére tumeur et 18 mois
aprés une GTA, des études précliniques ont été réalisées,
identifiant un effet pro-tumoral du TA sur I'ostéosarcome. Le
TA contient de nombreux éléments pouvant interagir avec des
cellules  tumorales : adipocytes, Cellules  Souches
Mésenchymateuses (CSM) ou encore cytokines. Les travaux
présentés dans cette these montrent un effet pro-prolifératif
des facteurs solubles du TA sur les cellules d’ostéosarcome
ainsi qu’'un effet pro-tumoral exercé in vivo et in vitro par les
CSM. Apres une GTA, la récidive tumorale peut s’expliquer par
la réactivation de cellules souches cancéreuses (CSC)
résiduelles quiescentes. Un modéle in vitro de culture en
spheres a permis d’obtenir des cellules d’ostéosarcome
quiescentes au phénotype de CSC. Dans ces conditions, les
facteurs solubles produits par le TA et les CSM n’induisaient
pas de reprise de la prolifération des cellules tumorales. La
GTA post-tumorale étant principalement utilisée aprés un
cancer du sein, les travaux ont été étendus aux cellules de
carcinome mammaire. Ainsi les facteurs solubles du TA
exercent un effet pro-prolifératif sur les cellules de carcinome
mammaire et favorisent la reprise de la prolifération et la
Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) des cellules

tumorales quiescentes.

Mots Clefs : Ostéosarcome, Cancer du Sein, Tissu Adipeux,
Greffe de Tissu Adipeux, Cellules Souches
Mésenchymateuses, Cellules Souches Cancéreuses, Facteurs
Solubles

Lipofiling or Adipose Tissue Transfer (ATT) is a commonly
used procedure in plastic surgery to correct tissue defects.
However, the safety of lipofilling used in a post-neoplasic
context remains still unclear. Facing an unexpected case of a
late and local osteosarcoma recurrence reported by Nantes
University Hospital, 13 years after the first tumor treatment and
18 months after the patient received a lipofilling, preclinical
studies have been established. Previous experiments
performed in our laboratory showed a pro-tumor effect of AT
on osteosarcoma. Many components of the AT are known to
interact with cancer cells: adipocytes, Mesenchymal Stem
Cells (MSC), cytokines and other soluble factors. The work
presented here focused on the pro-proliferation effect of
soluble factors produced by AT on osteosarcoma cells and on
the pro-tumor effect of MSC on osteosarcoma, both in vivo and
in vitro. In the case of a recurrence following lipofilling, tumor
formation can be explained by quiescent Cancer Stem Cells
(CSC) being stimulated by AT injection. Quiescent
osteosarcoma cells with CSC characteristics have been
obtained with an in vitro model of oncosphere culturing. In this
model, AT and MSC soluble components were not able to
make cells proliferate again. As lipofilling procedure is mainly
used after a breast cancer, experiments have been performed
on mammary carcinoma cells. Thus, AT soluble factors
exhibited a pro-proliferation effect on growing cells and could
promote the proliferation and Epithelial to Mesenchymal
Transition (EMT) of quiescent cells.

Keywords: Osteosarcoma, Breast Cancer, Adipose Tissue,
Lipofilling, Mesenchymal Stem Cells, Cancer Stem Cells,
Soluble Factors.



