UNIVERSITE

| UNIVERSITE| .
BRETAGNE )
| LOIRE

LOIRE

UNIVERSITE DE NANTES

These de Doctorat

Benjamin NAVET

Mémoire présenté en vue de l'obtention du
grade de Docteur de I'Université de Nantes
sous le sceau de I'Université Bretagne Loire

Ecole doctorale : ED 502 — Biologie Santé

Discipline : Biologie — Médecine - Santé

Spécialité : Biologie cellulaire et moléculaire

Unité de recherche : INSERM UMR957, Laboratoire de physiopathologie de la résorption os-
seuse et thérapie des tumeurs osseuses primitives

Soutenue le 9 novembre 2016

Homeogenes DIx, signalisation RANK/RANKL et

Présidente du jury : Claudine BLIN Directeur de recherche, INSERM, Université Nice Sophia Antipolis
Rapporteurs : Giovanni LEVI Directeur de recherche, CNRS, Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris

Christopher MUELLER Directeur de recherche, CNRS, Université de Strasbourg

Examinateurs : Valérie GEOFFROY Directeur de recherche, INSERM, Université Paris Diderot — Paris 7
Dominique HEYMANN Professeur des Universités-Praticien Hospitalier, INSERM, Université de Nantes

Directeur de These : Frédéric LEZOT Chargé de recherche, INSERM, Université de Nantes






REMERCIEMENTS



Ce travail a été réalisé au sein du :

Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et thérapie des tumeurs
osseuses primitives

INSERM UMRY957 — Université de Nantes — CHU de NANTES

Laboratoire [_ l
Physiopathologie
s w Résorption

DEsciee UNIVERSITE DE NANTES CENTRE HOSPITALIER
INSERM - UN_UMR 957 UNIVERSITAIRE DE NANTES

Instituts II I I I I
thématiques I I n s e r m
[ ]

Institut national
de la santé et de la recherche médicale

Avec le soutien financier de :

LE CANCER =4

Liberté » Egalité » Fraternité

: INSTITUT e
LALIQUE NATIONAL
— DU CANCER MINISTERE

pour (a vee

DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE



Dans le cadre de la réalisation de cette these, je tiens a remercier plusieurs personnes

qui ont participé de pres ou de loin a son élaboration et a son bon déroulement :

Je souhaite tout d’abord remercier Monsieur Dominique HEYMANN, directeur de
I'UMR957 « Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et thérapie des tumeurs
osseuses primitives (LPRO) » pour m’avoir permis de réaliser mon stage de Master 2 ainsi que
ma thése au sein de son laboratoire. Merci également pour ses conseils et les différentes discus-

sions que nous avons eues au cours de ces travaux.

Je tiens a remercier plus particulicrement Monsieur Frédéric LEZOT, chargé de re-
cherche INSERM, qui a été un directeur de these remarquable, ayant toujours le mot pour rire
et ce, quel que soit la situation. Il a su me transmettre ses connaissances aussi bien théoriques
que pratiques, avec des techniques parfois sorties d’un autre age, comme le suggerent de nom-
breuses personnes (cf. Northern-Blot). Ses idées « farfelues » et son optimisme a toute épreuve
ont su contrebalancer les résultats négatifs que j’apportais de temps a autre a son bureau. Merci
pour ces longues discussions sur de nombreux sujets ainsi que 'opportunité que tu m’as don-
née d’assister au congres de PAACR a Philadelphie. Ce fut une expérience trés enrichissante qui
m’a permis de découvrir de nombreux champs de recherche en cancérologie, de nouvelles
technologies, mais également une nouvelle culture. Mon premier repas américain restera dans

mes souvenirs... Merci pour ces trois années et demie de bons moments.

Monsieur Giovanni LEVI et Monsieur Christopher MUELLER qui me font un
grand honneur en acceptant d’étre rapporteurs de mon travail. Dans le méme temps, je tiens a
remercier Christopher MUELLER pour les conseils et les outils qu’il m’a fournis au cours de

ces travaux concernant axe RANK/RANKI..

Madame Claudine BLIN, Madame Valérie GEOFFROY ainsi que Monsieur Domi-
nique HEYMANN pour avoir accepté de faire partie de mon jury de these.

Monsieur Thierry DINTINGER ainsi que Bénédicte BROUNAIS (Béné) pour
m’avoir permis d’enseigner au sein du département de Biochimie de P'UFR de Sciences. Ces
deux années d’enseignement m’ont été tres enrichissantes. Béné, je te remercie également pour
'aide apportée au laboratoire, notamment en biologie moléculaire pour la PCR et la production

des particules lentivirales.



Madame Claire PECQUEUR, pour I'aide apportée sur I'étude du métabolisme éner-
gétique, axe de recherche que nous n’avons malheureusement pas eu 'occasion d’approfondir.

Mereci également d’avoir fait partie des membres de mon comité de suivi de these.

Monsieur Fabrice FLEURY, pour avoir fait partie des membres de mon comité de
suivi de these en m’apportant notamment son expertise sur la production des protéines taguées
Histidine. Merci pour le prét de protéines 6xHis qui m’ont grandement servi dans la mise au

point de mes Western-Blot.

Madame Frangoise REDINI, pour les différentes discussions que nous avons eues.

Bon courage pour la reprise de 'unité. Ce fut un plaisir de travailler avec vous.

Frangois LAMOUREUX, pour ses nombreux conseils scientifiques ou non (re-
cherche postdoctorale, conseils sur certaines expériences, bons plans et astuces pour voya-
ger...). Ce fut un immense plaisir de faire une escapade a New York avec toi apres le con-
gres. Dommage que Frédéric n’ait pas pu se joindre a nous. Grice a toi, j’ai pu découvrir la
culture américaine avec 'envie d’y retourner pour quelques semaines, mois ou années...I’avenir

nous le dira.

Le personnel technique des différents plateformes ou services auxquels j’ai eu recours
durant de ma thése : Mme Audrey RODALLEC du laboratoire de virologie du CHU de
Nantes pour 'accés a la structure 1.3 ; Mme Juliette DESFRANCOIS pour le tri cellulaire sur
la plateforme de cytométrie de la SFR santé ; et surtout, le personnel de 'animalerie, Guyléne,
Julie et Pierre pour Pentretien de nos petites bétes a poil (ou non). Merci pour 'aide et les

conseils apportés.

Je ne peux pas finir mes remerciements sans avoir une pensée pour I'ensemble des
membres du laboratoire, avec qui j’ai passé de bons moments. Tout d’abord, les anciens « thé-
sards » : Bérengere, Aude, Lidia, Anne-Laure, Pierre, Romain (ton aide et ton dévouement
sont aussi précieux que ceux de Régis), Audrey ; mes camarades de these : Marie-Astrid (pour
tes macarons maison, et tous les bons mets délicieux que tu cuisines si bien, ainsi que pour ta
sympathie), Camille (pour les bons moments passés en salle 123) et Nathalie ; ainsi que les
futurs « thésards » Geoffroy et Brice, bon courage pour les trois prochaines années qui, je
Iespere, s’annoncent pour vous riches en résultats. Je remercie également mes collegues de

bureau, Aude et Mathilde pour les bons moments passés lors des « pauses bureautiques » :

-1V-



commandes, articles, analyse des résultats... Il est également important de remercier les ingé-
nieurs et techniciens qui sont toujours la pour donner un coup de main. En commengcant
bien entendu par le plus serviable des Vendéens de la région ligérienne : Régis !!ll Un grand
merci pour tout (tes conseils, ton aide, tes vannes plus ou moins réussies, ta générosité...). je
poursuis en remerciant particuliecrement pour leur aide : Rachel (pour I'aide en histologie),
Kevin, Mathias, Julie C., Céline, Eric, Martine, Jérdome, Sévérine. Sans oublier Laurent,
notre intendant, et les secrétaires : Sandrine, Marie-Héléne et Annie pour la gestion adminis-
trative et des commandes... En conclusion, merci a toutes les personnes travaillant au sein de
P'unité et également aux différents étudiants stagiaires rencontrés aux cours de ces dernicres
années, en particulier les étudiants que j’ai encadrés : Charly, Tsing-Lee, Cécile, Floriane. Je
remercie aussi les différents chercheurs de I'unité : Franck, Fred B, Benjamin O., Marco,

Valérie, Pierre L, Thibault.

Mes anciens maitres de stage : Emilie DENIS, Frédéric PLEWNIAK et Catherine
MURA, ainsi que mes anciens professeurs, en particulier Myléne SALINI et Evelyne LE-

GROS pour m’avoir transmis le goat pour la biochimie, la biologie et les biotechnologies.

Enfin, je remercie ma famille (mes parents et mes deux fréres) pour m’avoir soutenu et
aidé au cours de ces dernicres années. Pour avoir toujours été la dans les moments plus ou
moins difficiles. Je remercie également ma chére et tendre Eléonore, pour m’avoir soutenu et
supporté durant ces deux dernieres années de these, pour le prét de son ordinateur quand le
mien a montré des signes de faiblesse en début de rédaction. Je remercie également sa mere,
Christine, pour avoir corrigé de fagon extrémement précise ce manuscrit. Les genes D/x et la

signalisation RANK/RANKL ne doivent plus avoir de secrets pour elle.

Je termine par remercier mes ami(e)s : Caroline, Aurélien, David ... pour leur amitié,
les bons moments passés en leur compagnie... Toutes ces personnes ont contribué de prés ou

de loin a mon parcours. J’espere n’avoir oublié personne...



SOMMAIRE



REMERCIEMENTS ..ottt e e bbb s e e e e s s a s e e s e e s s aaaase e I

SOMIMAIRE . ...ttt e e et ettt ettt et et et e e et et e e e e e e s et e s e e e e e s e e e e e s e s e s e s e s e s e s e s e s e s e s e s e s e aeseseaeseseseseserennnen VI
LISTE DES FIGURES ...ttt s Xl
LISTE DES TABLEAUX ..ttt ittt sttt bsbnbnen XV
LISTE DES ABBREVIATIONS. ....ettttttttititttttttetaiaieiaiaiae ettt babsbsbnnnes XVII
CON T EXTE i e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeaeaeaeeeaaaaseaeaeaeaaaeaaeaaaaaaaaaeasaaeaaaaaeaeaaseseaeaaaeseans 1
INTRODUCTION GENERALE ......ocviuiteiireteiieetstete sttt sssesessse s st s s s s s st st s st s s s s st essnsesensessas 4
I- LE TISSU OSSEUX : UN TISSU DYNAMIQUE ET HAUTEMENT SPECIALISE «.cuveuieeceecrncrancencrasascescsnssascascsnssassancns 5
1. Organisation et architecture du tiSSU OSSEUX..........cccuueerueesieiesieeniiesieesiee st esieeseeesireessaeenane 6
1.1. Organisation MACIOSCOPIGUE ..eeiiiiiiiiriieeeeiiiititeeeeeessiirreeeeessssrrreeeeessssssreseeeesssssssseneeesssssssseseeesnsnns 6
1.1.1. (o T olo i Tor- 1 OO ST PRPRRO 6
1.1.2. [ 3R 1 =T o T=Y oL = SR 7
1.1.3. L8 PETIOSTE .ventieieteeteete ettt ettt ettt et s et e st h e s bt et e s b e it s bt e st e b e e a b e s R e et e sh e et e she e b e ehe et e ebeebenas 7
1.2. Organisation MICTOSCOPIGUE .....ciiiriiiiiiiiiiiiie ettt st e e st e e s an e e e sba e e ssnnaeeeanne 9
1.2.1. La Matrice eXtraCellUlAIre . ......eevieeee ettt e e e e naee s 9
1.2.2. Fraction cellulaire .11
1.2.2.1. L'ostéoblaste...... L1
00 B A I o1 <o Yo = 1 o USRI 18
2. (=R =T Lot (=] [o o TR o X XY -1 V1 USRS 21
2.1. Les étapes dU remMOdElage OSSEUX.......ccciuieieiiieeeiiieeeitieeeereeeestteeeeitreeesbeeesateeeestseeesabaeesnseneesnsneas 22
2.2. La régulation du remMOdelage OSSEUX......c.ueiiiiiieeiiieeeiieeeeciteeestee e etre e e ete e e e ste e e e are e e eabaeeeraaeeenneeas 24
- LES TUMEURS OSSEUSES PRIMITIVES : DES TUMEURS RARES ..ccuteeteecrecrencescrnrassascencsnssascssesnssascnsesnssnscnne 25
1. Les tUMeUrs 0SSEUSES PIriMILIVES .........ccovueeeeriiiieiiiiee ettt ettt e et e e
2. L/OStEOSAICOME......veeeeeeeeceeeeeeeeeeciiveeeeeeeeeciveeaeaeeeesases
2.1. Définition, origine et épidémiologie.....
2.2. Localisation de I'ostéosarcome..........
2.3. 1o (o= 1 U .
2.3.1. CroiSSANCE €1 OSTEOSAICOME ...veevreiieeeereeteesteestteeseesseeeteessseaseessseesseeaseesseessaessseenseesssesssennn
2.3.2. Pathologie prédisposant au développement des 0StE0sarcomes ........cccceevvveeercrieessieeennnen. 29
2.3.3. Ostéosarcomes et anoMalies CEIIUIAINES ......cuevruiieiierie e 31
2.4. Manifestation et diagnNOStiC ClINIGUE ......eevieeriieiieeieeeeree et see e 31
2.5. Prise en charge de I'OStE0SarCOME.....c..uiviiiiiieiieeiieetee ettt saeeene e 33
3. Nouvelles approches thérapeutiques de I'ostéosarcome : cibler le cercle « vicieux » ............ 37
lll-  SIGNALISATION RANK/RANKL/OPG.......ccccereeruverrenne
1. Les membres de la triade RANK/RANKL/OPG
1.1. L0 AN A | N
1.1.1. GENETAlItES B STIUCTUIE ..eoutiieiieiie ettt st st st e s s b e smneeene s
1.1.2. EXPIESSION ...ttt ettt st e et e e e eanne s
1.2. RANK ettt sttt b et sttt s bt et s bt et e s bt e st e s bt e st e s he e s teshe e b e eh e e st e eh e et e sh e et e ehe e besheenteenean
1.2.1. GENETANILES BT STIUCTUIE ..eeviieieeiie ettt ettt e et e s ee et e s s e e saeeenteesneeeseesneeensnean
1.2.2. [ T =T o] o PP P PP PPPTRO
1.3. [ 0] C TSP PR PR SRPRUPRTRT
1.3.1. Généralités et structures ...
1.3.2. EXPrESSION ...eeeiiiiiieiiie ettt
2. Mutations de RANK/RANKL/OPG en pathologie humaine
3. Fonction physiologique de I'axe RANK/RANKL/OPG ...........ccovveevrveeveeeireeeieeeireeeireesireeeiseesinens
3.1. RANK/RANKL €t 1€ remMOUEIagE OSSEUX ..cuvievverreireeiriereereireeteeteessesseessesseessesseessesssessesseessesssesesses
3.2. RANK/RANKL 1 IMMUNITE . ....cviiieiiieie ittt ettt e e st sateeeteesabeeenessnaeesnseenseeeneeenaeean
4. Signalisation RANK/RANKL €T CANCEN ........veeceeeeeeeireeeieeeseeeeseseeiseesesesseeesssessssessssesssessssenans
4.1. Implication générale N CANCEIOIOZIE .....ccueevveeiieeeieeeeree et e e enee s
4.1.1. DONNEES ClINIGUES .veeeveeieeeieeseie et e ste e st e et esteesteesee e e teessaeesseesnseesneesnseesseeenseesneeenseesnseeseennees
4.1.2. Effet direct de la signalisation RANK/RANKL sur les cellules tumorales et réles de 'OPG...... 54
4.1.3. Expression de RANKL par les cellules tumorales : role dans le micro-environnement ........... 56
4.2. Implication dans les tumeurs 0SSEUSES PriIMILIVES ......ccceveerieerieeree e eree e e e eeeesae e seeeneeeas 59
5. LGR4 un nouveau récepteur POUIr RANKL............ocecueeeeeeeieeeeeieeeeeieeeeeeeeeeecieaeesreaeeeeasaaeeaes 60

-VII-



6. Approches thérapeutiques ciblant la signalisation RANK /RANKL/OPG en cancérologie....... 61

V- LES HOMEOGENES DLX ... euireieniencenceaniencencennrancescsnssassesssnssassssssnssassassnsssassascasssnssassssssnssassnsssnssnssnne 63
1. GENEralités SUI 185 NOMEOGENES ........ccccuveeeeiieeeeeieeecee e ctte e et e et e e e s a e e estta s e e ssaaeesraeans 63
1.1. DECoUVErte deS NOMEOGENES........cicciiiiiiiieeectee ettt e e e e te e e e ab e e e eabeeeebaeaeenaaeas 63
1.2. Structure et propriétés biochimiques des hOMEOZENES .......c.eeevviviiiiiiiiciiie e 64
1.2.1. ] 1 Vol 10 = IS PPR PP PPPPPRURPIOt 64

1.2.2. Propriétés DIOChIMIGUES ....cveeciieee ettt ae et e e s e e e st e e teesaseenneeenns 64

2. Les homéogeénes de 1a famille HOX .............oueeueeeeeeiiieeeciiie et ssteeeestea e e teaeestaaeeenaaaeenees 65
3. Les homéogénes n’appartenant pas a la famille HOX : homéogénes divergents................... 67
4. La famille des ROMEOGENES DIX............ocoecueieecrieeeeiieeeciete et e e ssttaeesteaa e s caaeestaaaesissaaeenees 68
4.1. Les genes DIx au cours de I"éVOIULION........c.eecieiieecie et ee e 68
4.2. Localisation et 0rganisation des ENES DIX........cceeeeeecreerieeieeeieeseeseeeseeesreeseeeseeesseesseesseeenseeas 69
4.3. SErUCLUIE A@S BENES DX ...uvieeieeiieiiieeeiieeteeseteseeeeteesteeseeesteaesseessteesseessseeseeesseessseeseessseensessnsnanes 69
4.3.1. STructure des Protines DLX ...c.uiicciiiiiiiieeeiiie ettt e e e et e e etve e e s aae e e sataeeesabeeesbaaaesssaeeens 69

4.3.2. Propriétés bioChimiquEs des DLX........cieiiuiieeiiiee ettt tee e et e e are e e sba e e saeee e naaeas 70

4.4, Fonctions de 'homéogéne DIx au cours du développement du squelette ........cccevcveeceerveennnn. 70
4.4.1. AU COUrS de I"@MDIYOZENESE.....eeceieeieeieeeteestee st et e ettt e s te e s e e saeesste e taeebeessaeeseesaneeseesnnes 70

4.4.2. Au cours de |a croissance 0SSeUSe .................. .74

4.4.2.1. Dlx et formation 0SSEUSE .....ccccvverveeeeenen. .74

4.4.2.2. Dlx et résorption 0SSEUSE ........cceerververuenne ... 80

4.5. Homéogenes Dix et pathologies.........cccceveeeenuenne .. 81

45.1. Pathologies non-cancéreuses ..........ccueenne... .81

45.2. Pathologies cancéreuses...........cccveeevveeennenn. .82

45.2.1. Expression des DIx dans les cancers non-osseux ... ... 82

4.5.2.2. Expression des DIx dans [€S CANCEIS OSSEUX.....cccuerrreerrrereerireerreesieesseesiressreesseessseesnesnne 82

OBJECTIFS DE LA THESE ... ettt e e e e et ea e e e e e e e e aaaa e e e e e e e e aa s aeeeeeesassnnnaeeeeeessnnnns 84

MATERIEL ET IMETHODES. ... e ettt bbbttt bababsbabnes 86
I- IVIODELES CELLULAIRES. .ceeuuussssssreeessnssssssssmeesssssssssssmesssssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssnnnssssss
1. LiGNEES COIUIQIIES ...ttt e et e et e e et e e et e e e e tseaeesttasaeetsaaeeanees

2. Entretien et passage des cultures
II-  EXPERIMENTATION IN VIVO

1. IMOGBIES MUIINS ...ttt ettt e s e st e s e et e s aaeenateesaneenanees
1.1. MOEIES CONVENTIONNEIS ..c..ieieiieiieiteeteeete ettt sttt e bee s te e sareebeesaeeereens
1.2. Modeéles spécifiques pour I'étude de la triade RANK/RANKL/OPG .......cccoeveeevvereeriesreenieseeeeennens 88

2. GENOLYPAGE S ANUMAUX ... eeieeeeteeeeetee e et e e eeteaaesstseaeesassaessssaeessseseesstsssesssssens

3. Induction des tumeurs in vivo

4. SUIVI @XPEITMENTA.........eeeeeieeeeee ettt e e ettt e e e te e e st e e e st a e s enseassssseaasssteaesanses

5. INJECLIONS A MOIBCUILS ...ttt ettt e e st e st e e s st e e e ssteaenanseeas

6. Nécropsie

7. Histologie
7.1. Préparation des €ChantilloNs.........ccouiiiiiii it
7.2. Coloration histologique
7.3. IMMUNONIStOIOIe ...vvvevvieeiiieeciie e,

8. Remise en culture a partir de la piéce tumorale

9. Analyse par microtomographie 3D (LUCT)........ccueeeiuveeveesireeieesieeeseesiteeeiseesiseessseesiseeesseessens

= TECHNIQUES..ccuuuuuuiiiiieteeunniiiiiiieteasssiesiieeesesssssssieessassssssssseessssssssssssseessssssssssseessnssssssssseessnnsssssns

1. Génie génétique : modulation de I'expression des genes .............cc.cccvvueeecvveeeecieeeesienaesnennn 95

1.1. Induction de genes par Méthode ChiMIQUE .......ceevuieecieeriiiiieee e 95

1.1.1. Clonage du gene DIx4 murin........ccoeevveeeiveeenne ... 95
1.1.1.1. Amplification de ’ADNc de DIx4 par PCR.. ... 95
1.1.1.2. Clonage par « TA CloNiNg » ....ccccveveerrevernenns ... 96
1.1.1.3. Transformation et sélection des bactéries ... ... 96
1.1.1.4. Mini-préparation d’ADN plasmidique........... ... 96
1.1.1.5. Maxi-préparation d’ADN plasmidique....... .97
1.1.1.6.  Vérification des séquences..........ccceeeuuu.... .97

1.1.2. Transfection chimique au JETPED ......c.coivieeieeee et e e ne e 97
1.2. Induction ou inhibition de gene par méthode lentivirale..........ccocceevieereieciececeeee e 98
1.2.1. Etapes de préparation communes a la préparation des lentivirus .........ccccoeecveeeriieeiiieeesnnen. 98

-VIII-



1.2.1.1.  Production des particules |eNtiVirales..........cccceerieerireiieriee e et ee e e 98
1.2.1.2. Titration des particules |entiVirales...........cccecciiiiiiiieiiiiiececcee e 98
1.2.1.3. Transduction des lignées cellulaires d’0Sté0SarcomMes ..........cccecveeevieieeiieeesiiieeeiiee e, 99

1.2.2. SUreXpression de RANK .. .....oii ittt sttt e et e e st e e e satbeessabeeessteeesnsaeeens 99
1.2.3. Inhibition de I'expression de Dix4 (des Dix) par SHARN .......ccceecuieieerieesieeiee e 99
1.2.3.1. Design des SEQUENCES SNRNAS.........cccueiiiierieeceeste et e eeesreeseeeseeeeseessaeeteesseeenreesseeensenas 100
1.2.3.2. Préparation de la cassette d’ eXPression ........cceeeiveeeiiiieiiieeeciree e srre e e 100
1.2.3.3. Insertion de la cassette H1-shARN dans le plasmide pFG12........ccccceuvvievieienireeeiiineennns 102
2. Identification de NOUVEAUX LrANSCIILS ........cc.eeveeereienieeiiieeieesteeee et 103
2.1. RACE-PCR ...ttt ettt e ettt e e e e s sttt et e e e s e bbbt eeeee e asbbeeeeeeeessansseeeeeeesnnnaneeeeeeannnnnne 103
2.2, NOIEREIN-DIOT ...ttt e e sttt e s s be e e e et e e e ebbeeesbteesnnteeesnnne 104
2.3. PCR € lISSANTE M 1.uuviiieiiiiiiiitiie ettt ettt e et e et e e e tb e e e st e e e s ataeeeabeeeeabaeeeaataeessbeeesabaeesnsteeennnns 104
3. Production de Protéine tAGUEE ..............ccueeeeecveeeeiieeeesieeeeseeeeestteaeesseaeesssasaessssasessesaesnes 105
3.1. Clonage dans le plasmide PCDNA3.1 C-MYC/BXHIS ...veeuvivieiiiiieeiecieeiecteere et 105
3.2. Production et purification de la protéine taguée...... .107
3.3. Analyse des protéines par Western-blot ..........cocciiiiiiiiiiiiiicc e 107
4.  Activité des protéases MMP2 et MIMP9 : zymographie.............cccueeccuveeecvveeeesieneeeiiveaesivnn 107
5. MIGEAEION COIUIQITE.......oooeeeeeeeie ettt e ettt e e et e e ettt e e e taa e e etasaeessssaaesasesenannns 108
6.  Etude de la prolifération cellul@ire in Vitro...............ccoocueeveienoeeeniieniiesiieseeseese e 108
7. Analyse transcriptioNNelle ............c.cooceovueeeieeiiieieiee ettt 108
7.1. EXtraction des ARN fOTAUX.....ciiiiiiiiiiiieiiee ettt ettt et e e et e e s tbe e e sabae e s sataeesabeessanaeesnssneesnnne 108
7.2. Reverse transCription (RT)..cuei i iieeiiieeciiee et e et eire e e etae e e satee e stbeeesabaeeesasaeeesreeesasaeesnnseeennnns 109
7.3. PCR quantitative en temps réel — technologie SYBR green (QPCR) ......ccoceeeiivieeiiieeciiee e 109
7.3.1. Approche expérimentale .........cccoveeeiiiiiiiecciee e, .110
7.3.2. Exploitation des résultats.... ... 110
8. Etude de I’eXpresSion ProteiQUE.............ccueeeeecuveeeecieeeeiieeeeeiiieeesisieeessieeessssessssssssesssssesessnes 111
8.1. EXEraction deS PrOtEINES ....c.veiieciiieeiiiiecciee ettt ettt e e tae e et e e e s tbe e e sabaeeesabaeeeaseeesnsaeesnsseeeannns 111
8.2. L LTS =T g o] o RSP PTRRI 111
9. CYLOMEBLIIC N FIUX......eeeeeeeeeeeee et e ettt e e et e e ettt e e e sttt e e ettt e e e staaeeaatasaeatseaaesseeas 112
10. Etude du métabolisme EnergeétiQUe..............occeeeceivvueeecueinieeeieeeieeeee sttt 113
10.1. Etude de la phosphorylation .... ... 113
10.2. EtUE dE 12 GIYCOIYSE ..ottt s eaees 114
1 11 1 1 1 o LU 2 115
PARTIE | : ETUDE DE L'IMPLICATION DES DLX DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE L’'OSTEOSARCOME..... 116
I- CARACTERISATION DU SYSTEME DLX4 CHEZ LA SOURIS .....cotieeeeunnnsnissieeesnnnsssssmsmesssssssssssseesssssssssssnenes 120
1. Identification de nouveaux transcrits de DIX4 chez I SOUTIS ...........cceevvveeeeceveeeiiieesiienenenns 122
1.1. RACE-PCR ...ttt et e e st s e e e e st e e a e e s nreeeenne 122
1.2. PCR GlISSANTE ..uviiiiiiieeiiee ettt ettt s et e et e e st e e e s bt e e e tbaeessbbeesssbeeeestaeeensbeeesabbeeensteeennnne 124
1.3. 1 oY YT o T = o | SR 128
1.4. Prédictions bioinformatiques de I'organisation des transcritS........ccocverceerieeereenieereesieeneeneees 129
2. Screening de tissus et de lignées cellulaires pour I'expression de BP1 et BP2 ...................... 130
3. Confirmation de I'existence d’une protéine POUr BP2.............ccccueeeecuveeeeiireesirireesiivaesianens 131
II-  IMODULATION DU SYSTEME DLX4 DANS DES OSTEOSARCOMES MURINS ...ccevveeeeeeensnsnnnnnsssssssssssssnssnnnnnnnns 133
1. Etude de I'implication de DIx4 dans la prolifération tumorale ..................ccceeeevvvveeecveaennne. 133
1.1. SUIEXPIESSION U8 DIXA ...eeeveeeie ettt eette ettt st sie e et esaae e teesaaeesaeesnteesseesnseenseeenteesaseeseesneeenseenn 133
1.2. INhibition de DIX4 Par SNRINA ........ooiieeeeeee ettt see et sre et et e s e e reessaeenseesnneenseesnees 136
1.3. Etude de I'implication de BP2 dans la prolifération cellulaire.........ccccovcveiricinieniiiennciie e 141
2. Etude du métabolisme énergétique dans la cellule ostéosarcomateuse en liaison avec
V@XPIESSION GO DIXA ..ottt e e e ettt e e et a e ettt e e e e aasaestsaaeessasasensssaeesssesanns 144
lll-  REGULATION GENIQUE MEDIEE PAR LES TRANSCRITS DE DLX4 ....ccveveeeeeennennnnnnnnmnnmsmmsssssssssssssssssssssssssnss 147
1. Impact de la surexpression de DIx4 et de BP2
2. Impact de I'inhibition de DIX4 PAr SNARN ..........occcueeeeeeieeeeeeeeeetieeeeeieeeeeteeeeeeaeeeeraa e
PARTIE Il : IMPLICATION DE LA SIGNALISATION RANK/RANKL DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DES
OSTEOSARCOMIES ... cttie ettt ettt e ettt s e e e st e e e et e e e s e e e e s ataeeeaasseeeesseaeaasseeeeassaeeesseeeeansseeeannsaeesnnseees 152
I- EXPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DES ELEMENTS DE LA TRIADE RANK/RANKL/OPG
Il-  CREATION DE LIGNEES MODIFIEES POUR EXPRIMER RANK........cciiiimmmmmniiiiiiiiinniiiiiiiiiennneiiinnneeennane.
l-  EFFET DE L'EXPRESSION DE RANK SUR LA PROLIFERATION CELLULAIRE ..ccvvveeeesnssnssssssssnssssssssssssssssssssssnes

-IX-



1. Analyse de 1a VIADIlité COIIUIQIIe ...............uuumimeeeeaeeieee et eeettete e e e e e aa s e e e e esassens 157

2. Etude de la croissance tumorale in ViVO...............cccueeeecieeeesciieesiiieeesiieeescieeessieeessiea e s 158
2.1. Croissance tumorale au sein d’individus immMuUNOCOMPELENTS.........ccccvvieeiieieiiiieeeiieecciee e, 158
2.2 Croissance tumorale au sein d’individus immuNoOdéficients .........ccoceeviirieenienieenicceenieene 159
3. Effet du blocage de RANKL sur la croissance tumorale................cccceeeeveeeeecveeesiuneessienennnns 161
IV-  EFFET DE L’EXPRESSION DE RANK SUR LA MIGRATION CELLULAIRE ET LA DISSEMINATION METASTATIQUE...... 162
1. Analyse de la migration cellulaire in vitro
2. Dissémination MEetastatiqUe iN ViVO...........cc.covueeveienueisiiesieesiiesie ettt
2.1. Effet de I'expression de RANK sur la dissémination métastatique chez des individus
10010410 oo TeloTa oY 1< = o1 £ PP UTRRPPROPPPO 163
2.2, Effet de I'expression de RANK sur la dissémination métastatique chez des individus
IMMUNOUETICIENTS Luvieiieeeie e e et e et et e s te e s et e eaeesseeesteessseenseeenteesseeanseessseeseesnsennns 163
3. Effet du blocage de RANKL sur la dissémination meétastatiQue .............cceeevveeeecvveensuveennnns 164
V- EFFET DES MODULATIONS DE LA SIGNALISATION RANK /RANKL CHEZ LA SOURIS HOTE ...ceeereenreesesnnnenaens 165
1. Effet de I'invalidation de RANKL dans les lympROCYtes T.........cccceeeecvveeesceieesiieeeesieneeenns 165
2. Effet de la surexpression de RANK dans le linéage monocytes/macrophages...................... 166
VI-  EFFET DE L'EXPRESSION DE RANK SUR L’OSTEOLYSE ET L’OSTEOFORMATION TUMORALE .....ceveeeeeeececnnnneens 168
ViI- EFFETS TRANSCRIPTIONNELS LIES A LA SUREXPRESSION DE RANK DANS LA CELLULE OSTEOSARCOMATEUSE ET A
LA STIMULATION PAR RANKL.....euueereiiiiiiiirrrnereeeeeeeeesssnnneesessssssssnnneesesssssssssnnsssssssssssssnnsesssssssssssnnnessesssns 171
1. Effet de I'addition de RANKL sur les transcrits de la triade RANK/RANKL/OPG................... 171
2. Effet de I'addition de RANKL sur I'apoptose et la prolifération cellulaire ............................. 171
3. Effet de I'addition de RANKL sur la différenciation cellul@ire.................cccccvuveeevvuveeecivenaaanns 172
4. Effet de I'addition de RANKL sur la migration cellul@ire ................ccoeevvveeeecveeeesineeeiivenaeanns 172
5. Effet de I'addition de RANKL sur des génes impliqués dans I'oncogenése................cccueeu... 173
6.  Effet de I'addition de RANKL sur d’autres cibles transcriptionnelles
VIII- ANALYSE DE L’ACTIVITE DES METALLOPROTEASES MIMIP2 ET MIIMIPO.........cuueeiieiieccnneneeeeeeececnnnnnens
PARTIE Il : RELATION ENTRE LA SIGNALISATION RANK/RANKL ET LES HOMEOGENES DLX ................... 176
I- EFFET DE LA SUREXPRESSION TRANSITOIRE DES GENES DLX SUR LES GENES RANK/RANKL/OPG ............... 177
- EFFET DE LA SUREXPRESSION STABLE DE DLX4 SUR LES GENES RANK/RANKL/OPG .....cceeeeeeereeereeeeerenenns 178
Ill-  EFFET DE L'INHIBITION DE DLX4 SUR L’EXPRESSION DES MEMBRES DE LA TRIADE RANK/RANKL/OPG ....... 180
DISCUSSIONS. ...ttt ettt ettt ettt ettt et e et e e be e e be e e abeeeabeeebeeeabeeeabeeeabaeaabeeeabaeeseeenbaeenseeenbaeeseeensaeenseeenes 181

I- IMPLICATION DES HOMEOGENES DLX, EN PARTICULIER DLX4, DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE L’OSTEOSARCOME
182
- IMPLICATION DE RANK DANS LA DISSEMINATION METASTATIQUE EN ENVIRONNEMENT IMMUNODEFICIENT .. 190

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES .. eeteeteeeeeeeee ettt et teeeeeeteeee et eseaeneeeee et aseneeseeeneeeeseneesensaeaes 196
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...t eeeeeeet ettt ettt eeeee ettt eeeeeneseet et eeeteneseee et seeeteneseeeteneseeeene 198
AANINEXES ettt ettt et et e et e e eue et e e et et et etee e e e ee et eseu et ee e e et e s etea e et en et esee e s eaen et et eee et eeen et enet e et eeeeenenene 233

ANNEXE 1 | EVALUATION DE LA PURETE DES LYMPHOCYTES T EXTRAIT DE LA RATE A L’AIDE DU KIT

DYNABEADS ® FLOWCOMP ....cvtitiiiitiitiietistiie sttt b e 234
ANNEXE 2 | LISTE DES AMORCES DE QPCR UTILISEES POUR LES ANALYSES CHEZ LA SOURIS......cvvevennenenn. 234
ANNEXE 3 | LISTE DES AMORCES DE QPCR UTILISEES POUR LES ANALYSES CHEZ LHOMME........cccveuiene. 234
ANNEXE 4 | ARTICLES ET REVUES PUBLIES AU COURS DE LA THESE...cu0itivieiiiiieiniiieesseeseeees 234


file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464480754
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464480754
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464480755
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464480756
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464480757

LISTE DES FIGURES



FIGURE 1 | ORGANISATION STRUCTURALE D’UN OS LONG.....ucviuiuiiaiiiiisissiessisisisssss s sssssssssisssssenns 8

FIGURE 2 | COUPE TRANSVERSALE DU SYSTEME DE HAVERS OU OSTEON.....cciiiiniiiiiiiiinicsiiesieeiceie e 8
FIGURE 3 | DIFFERENCIATION DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES.....ccoviiieintiieeeieieie e 11
FIGURE 4 | OSTEOBLASTOGENESE ...utiiiiiiiitic ittt s st s sae s sa st saassne b 12
FIGURE 5 | PRINCIPAUX MARQUEURS EXPRIMES AU COURS DE LA DIFFERENCIATION OSTEOBLASTIQUE .... 14
FIGURE 6 | OSTEOCYTE EMMURE DANS SA LACUNE....ciiuiiiiiuiiiiiiiiiiniisic sttt sns s 17
FIGURE 7| OSTEOCLASTOGENESE ...tttutiuiiuiitiiteitiete ettt ettt sttt ettt st st ettt et e bbb et ebe s as s 19
FIGURE 8| I’OSTEOCLASTE ..itttiitiiitiitiiieisie ittt sttt sttt sat s sb bbb saa s sha s she s sas s sa st s sab s saa s sba b e b s 20
FIGURE 9 | LES DIFFERENTES ETAPES DU REMODELAGE OSSEUX ..vcviuiitinienietieienieieeteiese st 21
FIGURE 10 | PREPARATION HISTOLOGIQUE D’OSTEOSARCOMES COLORES A L’HEMATOXYLINE ...covvvivennnen. 27
FIGURE 11| FREQUENCE DE LOCALISATION DES OSTEOSARCOMES .....coviitiuiiiiteieniereiese st 28
FIGURE 12| I’OSTEOSARCOME EN IMAGERIE MEDICALE ....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiic it 32
FIGURE 13| EVALUATION DU NOMBRE DE CELLULES TUMORALES NECROTIQUES SUR UNE PIECE DE
TSR 21 1 1)\ OO 34
FIGURE 14| PRINCIPALES CIBLES THERAPEUTIQUES DE L’OSTEOSARCOME EN FONCTION DES CAPACITES
TUMORALES. ...ttt sttt sttt et et h e st b e sa et e h e s et h e s et b e sa et e b sa et e s e s e et e b e s b et en e s e et en e saesaene
FIGURE 15| LE CERCLE VICIEUX .utiiuiiiiuieitisisiieiiessisiessitssssesssaesssstsssaasesaasssatsssaaessnaessaaessasessanessnsessnnessnnessn
FIGURE 16| STRUCTURES DES TROIS ISOFORMES DE RANKL .....ccoiiiiiiiiiiiiiciceciccic
FIGURE 17| STRUCTURE DU RECEPTEUR RANK ....c.coiiiiiiiiiiiiinicc s
FIGURE 18| STRUCTURE DE L’OPG ...cuiiiiiiiiiiiiiiiic ettt
FIGURE 19| SIGNALISATION INDUITE PAR LA FIXATION DE RANKIL AU RECEPTEUR RANK
FIGURE 20 | SIGNALISATION RANK/RANKL DANS LES CELLULES CANCEREUSES ......coconuiiiinieiiesneineans
FIGURE 21 |IMPLICATION DE LA SIGNALISATION RANK/RANKIL DANS LES DIFFERENTS STADES DE LA
TUMORIGENESE 1.utiittiettietietieteete sttt ste et ettt ae et b e e b e et e e ta e s he e s he e s be e beeab e e abeeabeebe e be e beebeeaaesanesas 62
FIGURE 22 | MUTATIONS HOMEOTIQUES «..veviuvetiitiieteitisetestestese ettt sse s s ssenenesneseneens 63
FIGURE 23 | ALIGNEMENT DES SEQUENCES DE L’HOMEODOMAINE D’ ANTENNAPEDIA DE PLUSIEURS
EISPECES 1utteuttittestteitee ittt ettt ettt et e b e et b e s he e s he e s he e be e ab e e as s e bs e e b e e b e e b s e b e et e e he e s he e e be e be b e e abeetr e be e be s 64
FIGURE 24 | REPRESENTATION DU PRINCIPE DE COLINEARITE SPATIO-TEMPORELLE ...cvcoviveniiriieneerenenens 66
FIGURE 25 | REPARTITION DES HOMEOGENES DANS LE GENOME HUMAIN ...ccviiiiiiieiieieieie e 67
FIGURE 26 | ORGANISATION DE LA FAMILLE DLX AVEC DES GENES TRANS-PARALOGUES ...c.covvvveneirirenenn. 68
FIGURE 27 | MISE EN EVIDENCE DE L’EXPRESSION D’HOMEOGENES. ...c.veitiiiiitinieiieiieieiesie e sne e 71
FIGURE 28 | REPRESENTATIONS DES DIFFERENTS CHAMPS MORPHOGENETIQUES FORMES PAR LA
COMBINATOIRE D’EXPRESSION DES HOMEOGENES ...vccitiiiiiiieiiiniieniiete ettt sneene s ssnesseensees 72
FIGURE 29 | PHENOTYPE SQUELETTIQUE DE LA SOURIS DOUBLEMENT INVALIDEE POUR DLX5 ET DLXG6.. 73
FIGURE 30 | EXPRESSION DES DIFFERENTS DLX AU COURS DE L’OSTEOBLASTOGENESE ..cveiviniiniieiieniennnns 75
FIGURE 31 | EXPRESSIONS RELATIVES DES HOMEOGENES DLX, DE LEURS PARTENAIRES MsX2, RUNX2, OsX
ET DES MARQUEURS PHENOTYPIQUES AU COURS DE LA DIFFERENCIATION OSTEOBLASTIQUE ........... 76
FIGURE 32 | FACTEURS DE CROISSANCE, FACTEURS DE TRANSCRIPTION ET MOLECULES MATRICIELLES
EXPRIMES AU COURS DU DEVELOPPEMENT DES OS LONGS ....vviuiiiiiiiiiininiesisnssie s 78
FIGURE 33 | REGULATION DE LA MATURATION DES CELLULES CARTILAGINEUSES LORS DE L'OSSIFICATION
ENDOCHONDRALE 1..veuvittitiiest sttt sese st st ese bt sse b eae b s bbb s b e s st ne b nene s 80
FIGURE 34 | STRATEGIE DE CLONAGE DANS LE PLASMIDE PSUPER PERMETTANT LA RECUPERATION DU
PROMOTEUR H ..oiiiiiiii et 101
FIGURE 35 | SEQUENCE D’EXPRESSION LENTIVIRALE DU PLASMIDE PFG12 ... ... 102

FIGURE 36 | PRINCIPE GENERAL DE LA REACTION DE RACE-PCR ......cocooiiiiiiiiiiii, 103

FIGURE 37 | PRINCIPE GENERAL DE LA REACTION DE PCR « GLISSANTE » c.vcovuiiiiiiiiniciiienieeieeie e 105

FIGURE 38 | STRATEGIE DE CLONAGE DES INSERTS DANS LE PLASMIDE PERMETTANT L’AJOUT D’UN TAG C-
MYC/GXHIS oottt bbbt 106

-XIl-


file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456929
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456930
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456931
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456932
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456933
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456934
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456935
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456936
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456937
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456938
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456939
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456940
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456941
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456941
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456942
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456942
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456943
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456944
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456945
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456946
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456947
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456948
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456949
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456949
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456950
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456951
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456951
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456952
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456953
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456954
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456955
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456956
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456956
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456957
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456958
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456959
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456959
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456960
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456960
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456961
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456961
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456962
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456962
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456963
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456964
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456965
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456966
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456966

FIGURE 39 | EXEMPLE DE RESULTATS POUR L’ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION OXYDATIVE (A) ET DE LA

GLYCOLYSE (B)utttitiiiiieeii e e 113
FIGURE 40 | EXPRESSION DES GENES DE LA FAMILLE DLX DANS LES DIFFERENTES LIGNEES
D’OSTEOSARCOMES DU LABORATOIRE .....uiviiiiiinieiiie sttt st sr st sns s 117
FIGURE 41 | EXPRESSION RELATIVE DES GENES DE LA FAMILLE DLX DANS DEUX LIGNEES DE REFERENCES
D’OSTEOSARCOMES DU LABORATOIRE ..uvvivinieniitiiesistisiesssts e sns s bess st sns st s ssns b snens s 118
FIGURE 42 | DONNEES PRELIMINAIRES CONCERNANT L’IMPLICATION DE DLX4 DANS LA PROLIFERATION
TUMORALE L1 ettttiitit ettt ettt et ettt ettt et e e tb e e be e e be e e ab e e e abe e ab e e tbe e et e e abe e eareeeanes 119
FIGURE 43 | ANNOTATIONS DES GENES DILX4 HUMAIN ET MURIN PRESENTES DANS LA BASE DE DONNEES
DU NCBL .ottt s 120
FIGURE 44 | EXPRESSION DE DI.X4 ET DE BP7 DANS DES LIGNEES ET CULTURES PRIMAIRES
D’OSTEOSARCOMES ET DE GLIOBLASTOMES ...viiuiiiiiiiiiiiiiii ittt sss et sns s
FIGURE 45 | CLONES OBTENUS A L’ISSUE DE L’EXPERIENCE DE 5" RACE ....ccoiviiiiicici
FIGURE 46 | CLONES OBTENUS A L’ISSUE DE L’EXPERIENCE DE 3" RACE ..o,
FIGURE 47 | PRODUITS OBTENUS A LISSUE DE LA PCR GLISSANTE EN 5 .ccoviiiiiiiiiiiniiniienieciecie e
FIGURE 48 | PRODUITS OBTENUS A L'ISSUE DE LA PCR GLISSANTE EN 3’..cccuiiiiiiiiiiiiiciricnieciecie e

FIGURE 49 | SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES DES TRANSCRITS BP7 ET BP2
FIGURE 50 | NORTHERN BLOT REVELE AVEC DES SONDES RECONNAISSANT TOUTES LES FORMES DE DI.X4

........................................................................................................................................................ 128
FIGURE 51 | STRUCTURES DES TRANSCRITS BP1 ET BP2 ET DES PROTEINES CODEES.....coiitiiiieiiiiienieniennen 129
FIGURE 52 | ANALYSE DE LA PRESENCE DES TRANSCRITS DE BP7 ET BP2 DANS DIVERS TISSUS ET CELLULES

PAR PCR STANDARD.....cutiitetiiitetiistese sttt sttt st ae et se st ae et as et ene st ae s b e bens e senis 130
FIGURE 53 | ANALYSE TRANSCRIPTIONNELLE DES TRANSCRITS DI.X4, BP7 ET BP2 DANS DIVERS TISSUS ET
101 51 55151 5 1SR 131
FIGURE 54 | DETECTION DE LA PROTEINE BP2 MARQUEE A I’AIDE D’UNE SEQUENCE C-MYC/6XHIS ..... 132
FIGURE 55 | ANALYSE DE I’EXPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DE DI.X4 DANS LES CELLULES A3N LE
SUREXPRIMANT 1..veutetttenteteiseseesessestesesteaesessesse s sse s s s be s seebe s seeae s s e s ebe b enseae e b e s eaesbe s eneebe s eneebeneneens 134
FIGURE 56 | VIABILITE CELLULAIRE DES CLONES A3N SUREXPRIMANT DLX4...cuccveieieniinieniinieieeiennenns 134
FIGURE 57 | EFFET DE LA SUREXPRESSION DE DILX4 SUR LA VITESSE DE PROLIFERATION DES CLONES A3N
13N BSOSO OO 135
FIGURE 58 | ANALYSE DE L’EXPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DE DLX4 DANS LES CELLULES PG1
TRANSDUITES PAR LES SHARN ANTI-DLX# ...voiviiitiiiiiitiitiecteniee sttt 136
FIGURE 59 | ETUDE DE L’EFFET DE L’INHIBITION DE DILX4 SUR LA VITESSE DE PROLIFERATION DU CLONE
PGLIN TTI 0 ettt s s b e st b st b e beae s ne s 137
FIGURE 60 | VIABILITE CELLULAIRE DES CLONES ISSUES DES CELLULES PG1 TRANSDUITES PAR LES SHARN
ANTI-DLXA 1ottt sttt a e bbb b b ae e h e eeae b e n e b e b e as 138
FIGURE 61 | ANALYSE DE L’EXPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DE DILX4 DANS LES CELLULES ISSUES DES
PIECES TUMORALES REMISES EN CULTURE ...ceiittiiiiieiiiesitieste ettt sbe et be e ib e s baesbe s sbaananee s 139
FIGURE 62 | COURBE DE CROISSANCE DES TUMEURS INDUITES A L’AIDE DES CULTURES ISSUES DE LA
PREMIERE EXPERIENCE D’INHIBITON DE DLX4 PAR SHARN ....coooiiiiiiiiiiiciicii s 140
FIGURE 63 | ANALYSE DE L’EXPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DE BP2 DANS LES CELLULES TRANSFECTEES
POUR SUREXPRIMER BP2 ...cviiiiiiiiiiiiiiiii s 141
FIGURE 64 | VIABILITE CELLULAIRE DES CLONES SUREXPRIMANT BP2....cccociiiniiiiiiiiiiiici, 142
FIGURE 65 | EFFET DE LA SUREXPRESSION DE BP2 SUR LA VITESSE DE PROLIFERATION DES CLONES A3N ET
PGLIN TTT0 ittt bbb bbbt beas 143
FIGURE 66 | ETUDE DE LA GLYCOLYSE CHEZ LES CELLULES A3N, PG1 ET SH207 ...ccveviiiiiniiniiniiniiciieninnn 145
FIGURE 67 | ETUDE DE LA CHAINE RESPIRATOIRE CHEZ LES CELLULES A3N, PG1 ET SH207 ......ccc0ennenee. 146
FIGURE 68 | EFFET DES SUREXPRESSIONS DE DI.X4 ET DE BP2 SUR L’EXPRESSION DES GENES DLX......... 148
FIGURE 69 | EFFET DES SUREXPRESSIONS DE DLX4 ET DE BP2 SUR I’EXPRESSION DE BCL-2, C-MYC, P21 ET
2 OO OO OO OTRORPROO 149

-XIl-


file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456967
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456967
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456968
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456968
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456969
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456969
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456970
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456970
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456971
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456971
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456972
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456972
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456973
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456974
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456975
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456976
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456977
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456978
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456978
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456979
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456980
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456980
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456981
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456981
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456982
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456983
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456983
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456984
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456985
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456985
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456986
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456986
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456987
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456987
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456988
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456988
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456989
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456989
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456990
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456990
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456991
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456991
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456992
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456993
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456993
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456994
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456995
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456996
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456997
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456997

FIGURE 70 | EFFET DE L’INHIBITION DE DI.X4 PAR LES SHARN 207 ET 1128 SUR LES GENES DI.X ........... 150
FIGURE 71 | EFFET DE L’INHIBITION DE DI.X4 PAR LES SHARN 207 ET 1128 SUR LES GENES BCL-2, C-MYC,

P2T ET P53 ittt e 151
FIGURE 72 | EXPRESSION RELATIVE DES TRANSCRITS RANK, RANKL ET OPG DANS LES LIGNEES
HUMAINES D’OSTEOSARCOMES....ccuviuiitiniiniitisiesiiiiiesestite st sas e sss st sns b s b ssns b s s s 153
FIGURE 73 | EXPRESSION RELATIVE DES TRANSCRITS RANK, RANKL ET OPG DANS LES LIGNEES MURINES
D’OSTEOSARCOMES ....uviviititiiiitiisistisest et sb bbb bbb bbb bbb e 154
FIGURE 74 | VALIDATION DE LA SUREXPRESSION DE HRANK DANS LA LIGNEE HOS ......ccooiviiiiiinnn. 155
FIGURE 75 | VALIDATION DE LA SUREXPRESSION DE HRANK DANS LES TUMEURS INDUITES PAR LA LIGNEE
HOSREK Lo 155
FIGURE 76 | VALIDATION DE LA SUREXPRESSION DE MRANK DANS LES CELLULES A3N ET PG1............ 156
FIGURE 77 | VIABILITE CELLULAIRE DES CELLULES SUREXPRIMANT OU NON RANK ......ccccoviiiniiiiinns 157
FIGURE 78 | INJECTION DES CELLULES PG1 SUREXPRIMANT RANK OU NON CHEZ DES SOURIS
IMMUNOCOMPETENTES ...10eittttiitiittintt ittt ettt sttt et s b e e ab e be e be et et e e besabesanesbeesbeenbeeabeees 158
FIGURE 79 | INJECTION DES CELLULES A3N SUREXPRIMANT RANK OU NON CHEZ DES SOURIS
IMMUNOCOMPETENTES.....cveutitititestititestisisest st s st s s sae s s e s sbe s s b s sre e sssne e ene 159
FIGURE 80 | INJECTION DES CELLULES MURINES D’OSTEOSARCOMES SUREXPRIMANT RANK OU NON CHEZ
DES SOURIS IMMUNODEFICIENTES.....ccitiiuiitiiniiniiiiiiie ittt s sns st sassns s snsennens 160
FIGURE 81 | INJECTION DES CELLULES HOS SUREXPRIMANT RANK OU NON CHEZ DES SOURIS
IMMUNODEFICIENTES 110tittttttettetiettietteeteesteesteetestestae e e sbeebeebesasssbsaebe e be e beeabeessesanesanesbeesbesabeenseens 161
FIGURE 82 | ETUDE DE LA MIGRATION IN VITRO DES CELLULES HOS ET PG1 MODIFIEES OU NON POUR
L’EXPRESSION DE RANK L.ttt e 162
FIGURE 83 | GENOTYPAGE ET VALIDATION DE LA RECOMBINAISON DES SOURIS RANKL M ... 165
FIGURE 84 | INJECTION DES CELLULES PG1 SUREXPRIMANT RANK CHEZ DES SOURIS INVALIDEES OU NON
POUR RANKL DANS LES LYMPHOCYTES T ..ottt 166
FIGURE 85 | INJECTION DES CELLULES PG1 SUREXPRIMANT RANK CHEZ LES SOURIS RANK TRANSGENE
........................................................................................................................................................ 167
FIGURE 86 | VUES EN 3 DIMENSIONS DES TIBIAS DES SOURIS INJECTEES AU COURS DE L’ETUDE DE
L’EXPRESSION DE RANK PAR LES OSTEOSARCOMES......coveuiitiieniininseriisissesesessesesessessesessessessssssseseens 168
FIGURE 87 | ANALYSE DES PARAMETRES OSSEUX DES TIBIAS ISSUS DES EXPERIMENTATIONS DE L’ETUDE SUR
RANK Lo 169
FIGURE 88 | VUE EN 3D ET ANALYSE DES PARAMETRES OSSEUX DES TIBIAS ISSUS DE L’EXPERIMENTATION
REALISEE CHEZ LA SOURTS RANKL .....cctuiitriueissisessessessse s ssesssess s ssssssssssssssssssassssssssssssssnes 170
FIGURE 89 | ANALYSE DE L’ACTIVITE DES METALLOPROTEASES MMP2 ET MMPO.......ooviviiiiiiiiiiinnnne, 175
FIGURE 90 | ANALYSE DE L’EXPRESSION DES TRANSCRITS DE RANKL, OPG ET LGR4 AU SEIN DES LIGNEES
ABN MODIFIEES ....utiutitestieteite ettt ettt sttt eae s s et st s teeteeaseae e s e besaeebeeaeete et e sesbesreebeeaeeaneneennas 179
FIGURE 91 | ANALYSE DE L’EXPRESSION DES TRANSCRITS DE RANKL, OPG ET LGR4 AU SEIN DES LIGNEES
PG1 TRANSDUITES PAR LES SHARN ANTI-DLX4 ouvoviitiieniitiienesiesieeese et sne s 180
FIGURE 92 | REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES DEUX MODES DE FONCTIONNEMENT DE LA
SIGNALISATION RANKL/RANK DANS L’OSTEOSARCOME . ...uvvveeeeeieiiirureeeeeeeiiiinseeeseesssssssseseesseennes 190
FIGURE 93 | ANALYSE COMPARATIVE DE L’INJECTION DES CELLULES PG1 CHEZ LES SOURIS SAUVAGES ET
RANKL KO (NZ4) 1ttt s s b e s 192

-XIV-


file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456998
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456999
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464456999
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457000
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457000
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457001
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457001
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457002
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457003
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457003
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457004
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457005
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457006
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457006
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457007
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457007
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457008
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457008
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457009
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457009
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457010
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457010
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457011
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457012
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457012
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457013
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457013
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457014
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457014
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457015
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457015
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457016
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457016
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457017
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457018
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457018
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457019
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457019
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457020
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457020
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457021
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457021

LISTE DES TABLEAUX



TABLEAU 1 | COMPOSITION D’UN OS LONG t.cutiutiteitietiettestetestaste st ste et eateste st e tesbesbeeaeessesbesbesbesbeebsesseasensans 10

TABLEAU 2| LES TUMEURS OSSEUSES PRIMITIVES ....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissiissie st snes s 25
TABLEAU 3| PRINCIPAUX TYPES D’OSTEOSARCOMES.....cuteiiiiiientieteitietteiteiteste st st ess et esesbe s b essesseanes 27
TABLEAU 4| PATHOLOGIES PREDISPOSANT AU DEVELOPPEMENT D’UN OSTEOSARCOME .....cccviiuiiinienninnnens 30
TABLEAU 5| PRINCIPAUX AGENTS DE CHIMIOTHERAPIE UTILISES DANS LE TRAITEMENT DES

OSTEOSARCOMES.....uiiititetiteitie ettt et ettt ettt et ettt e e te e e e ta e e te e e tb e e be e e e tae e tbe e e abeeetbeeeabeeeabeeeabeenanes 35
TABLEAU 6| MUTATIONS HUMAINES DES GENES DE LA TRIADE RANK/RANKL/OPG......cccoovvviiriiininn 46
TABLEAU 7| PHENOTYPES DES SOURIS INVALIDES POUR LES MEMBRES DE LA TRIADE

RANK/RANKL/OPG .coiviiiiieiieiniieenieenieeesieesieeesireesieeesiaesnnees
TABLEAU 8| EXPRESSION DE RANK ET RANKL DANS LES CANCERS
TABLEAU 9| LOCALISATION CHROMOSOMIQUE DES QUATRE SERIES DE GENES HOX CHEZ I’HUMAIN ET LA

R @708 OO 65
TABLEAU 10 | LIGNEES D’OSTEOSARCOMES UTILISEES AU COURS DE CES ETUDES.....cvevveuiiiiietieieiereereienns 87
TABLEAU 11| AMORCES DE GENOTYPAGE DES SOURIS RANKT¢, RANKLF /F ET ICRE.....coiiiiiiiiiiiiincns 89
TABLEAU 12| PROTOCOLE DU TRICHROME DE MASSON ....ccviiiiiiiitiitiiiieiieientisie ettt 92
TABLEAU 13| LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES UTILISES EN IMMUNOHISTOLOGIE ...oovviivieniierienrinneenseenee 93
TABLEAU 14| AMORCES DE CLONAGE POUR DLX4.....ooiiiiiiiiiiiiiciicit ettt 96
TABLEAU 15| SEQUENCES DES SHARNS CIBLANT SPECIFIQUEMENT DLXA4....cciiiiiiiiiiiiiiiniicniecincineinns 100
TABLEAU 16| LISTES DES ANTICORPS PRIMAIRES UTILISES EN WESTERN-BLOTTING ...oveevireneerereneerenneneens 112
TABLEAU 17| LISTES DES AMORCES UTILISEES POUR LA PCR GLISSANTE EN 5’ ...cciiiiiiiiiiiiiniiiniiiecieeenne 124
TABLEAU 18| LISTES DES AMORCES UTILISEES POUR LA PCR GLISSANTE EN 3...ccuiiiiiiiiiiniinniicniecieeiens 126
TABLEAU 19| SEQUENCES PROTEIQUES DE BP1 ETBP2....ccociiiiiiiiiiiiiiiiiciiii e 129
TABLEAU 20 | ANALYSE TRANSCRIPTIONNELLE DES EFFETS DE L’ADDITION DE RANKL SUR LES CELLULES

HOS ET HOSRIK .ttt s s b sa e s b 174
TABLEAU 21 | ANALYSE DES EFFETS DE L’EXPRESSION TRANSITOIRE DE DI.X2, DI.X4 ET DI.X5 SUR LES

MEMBRES DE LA TRIADE RANK/RANKL/OPG ....ccoviiiiiiiiiiniiiiiiissie s 178
TABLEAU 22 | CORRESPONDANCE ENTRE LES FORMES MURINES ET HUMAINES DE DLX4......cvvveiirinnen. 184
TABLEAU 23 | RESUME DES EFFETS DE DLX4 SUR L’EXPRESSION DES AUTRES GENES DLX...ccocvviiieniennene 185
TABLEAU 24 | LISTE NON EXHAUSTIVES DES CIBLES TRANSCRIPTIONNELLES CONNUES POUR LES

DIFFERENTS GENES DILX ID’APRES NAVET ET AL., 2014 [461].cccviiiiiiiiiiiiiciiciicicci s 186
TABLEAU 25 | RESUME DES EFFETS DE DIX4 OBSERVES SUR CERTAINS FACTEURS IMPLIQUES DANS LA

TUMORIGENESE ..vcvititiitiitesiete sttt et teae et eae st eae st s b e ae b s eae b s b ene et e s ne e b aenesben s s 187
TABLEAU 26 | PARTENAIRES PROTEIQUES DES DLX ...ccuiiiiiiiiiiiiisiiieiciesis e 188

-XVI-


file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457022
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457023
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457024
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457025
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457026
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457026
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457027
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457028
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457028
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457029
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457030
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457030
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457031
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457032
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457033
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457034
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457035
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457036
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457037
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457038
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457039
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457040
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457041
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457041
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457042
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457042
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457043
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457044
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457045
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457045
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457046
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457046
file:///D:/Users/benjamin/Desktop/these%20NAVET%20Benjamin%20171016.docx%23_Toc464457047

LISTE DES ABBREVIATIONS



g : microgramme
pL : microLitre
pm : micrométre
Aa : Acides aminés
ACTB : B-actine

ADAM : A Disintegrin and metallopro-
teinase

ADN : Acide désoxyribonucléique
ALP : Alkaline Phosphatase

AP-1: Activating protein-1

ARNm : acide ribonucléique messager
Bax : Bcl-2—associated X protein
Bcl-2 : B cell lymphoma-2

BMP : Bone Morphogenetic Proteins
BP1 : Beta-Protein 1

BSP : Bone Sialoprotein ou sialoprotéine
osseuse

CD : Cluster Differentiation
CDXK4 : Cyclin-Dependent Kinase 4

cDNA : equivalent ’ADN complémen-
taire

CEEA-PdL : Comité d'Ethique en Ex-
périmentation Animale-Pays de la Loire

CFU-GM : Colony Forming Unit-
Granulocyte Macrophage

Coll1A : Collagene de type 1

CSH : Cellules Souches Hématopoié-
tiques

CSM : Cellules Souches Mésenchyma-
teuses

CXCL : chemokine ligand

CXCR : chemokine teceptor

DAB : Diaminobenzidine

DD : Death Domain homologous
DIG : Digoxygénine

DIl : Distal-less

DIx : Distal-less Homeobox

ECAR : Extracellular Acidification rate
EHD : Extensions de '’homéodomaine
EMT : Epithelial-mesenchymal transi-
tion

ERK : Extracellular signal-regulated ki-
nases

FAD : Flavine adénine dinucleotide

Fc : Fragment cristallisable

FEO : Familial expansile osteolysis

FGF : Fibroblast growth factor ou fac-
teur de croissance des fibroblastes

FOXN1 : Forkhead Box N1

-XVIII-

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase

GEMM : Genetically Engineered Mouse
Model

GFP : Green Fluorescence Protein
GSK : Glycogen synthase kinase

HE : Hématoxyline et éosine

Hh : Hedgehog

His : Histidine

HRP : Horseradish peroxidase

IGF : Insulin Growth Factor

I1 : Interleukines

INSERM : Institut National de la Santé
et de la Recherche Médicale

IRM : Imagerie par Résonance Magné-
tique

IRS-2 : Insulin receptor substrat 2
JNK: c-Jun N-terminal kinases

Kb : kilobase

kDa : kiloDaltons

LGR4 : Leucine-rich repeat-containing
G-protein coupled receptor 4

LTR : Long terminal repeats

MAGE : Melanoma-associated antigen
MAPK : Mitogen-activated protein ki-
nases

M-CSF : Macrophage monocyte-Colony
Stimulating Factor

MDM2 : Murine Double Minute 2
MITF : Microphthalmia-associated tran-
scription factor

MMPs : Matrix Metalloproteinases
Msx2 : Msh homeobox 2

mTOR : mammalian target of rapamy-
cin

NAD : Nicotinamide adénine dinucléo-
tide

NCBI : National Center for Biotech-
nology Information

Nfatcl : nuclear factor of activated T-
cells 1

NF-kB : Nuclear Factor Kappa B

OC : Ostéocalcine

OCR : Oxygen consumption rate

OMIM : Online Mendelian Inheritance
in Man

OMS : Organisation Mondiale de la San-
té

OP : ostéopontine
OPG : Ostéoprotegerin



OPN : Ostéopontine

Osx : Ostérix

PAL : Phosphatase alcaline

pb : paires de bases

PBS : Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction (q :
quantitative)

PDGEF : Platelet-Derived Growth Factor
PFA : Paraformaldehyde

PGE2 : prostaglandine E2

pH : potentiel Hydrogene

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase
PLC : Phospholipase C

PPARY2 (Peroxisome Proliferator-
Actived Receptor y2)

PTH : Parathyroid hormone ou hor-
mone parathyroidienne

RACE-PCR : Rapid Amplification of
cDNA Ends-PCR

RANK(L) : Receptor Activator of Nu-
clear Factor kappa B (Ligand)

Rcf': relative centrifugal force

REG : Réticulum endoplasmique granu-
leux

RGD : séquence Arginine, Glycine,
Acide Aspartique

RHD : Régions d’homologie des Dix
RT : Reverse transcription

Runx?2 : (Runt-related transcription fac-
tor 2)

S1P : Sphingosine 1 Phosphate

SD : Standard deviation

SEM : Standard error of mean

shARN : short-hairpin-ARN

SNP : Single-Nucleotide Polymorphism

STAT : Signal transducer and activator
of transcription

SVEF : Sérum de veau feetal

TA : Température ambiante

TACE : TNF alpha converting enzyme
TAM : Tumor associated macrophages
TCR: T cell receptor

TDM : Tomodensitométrie

TDO : Tricho-Dento-Osseux

TEM : Transition épithélio-
mésenchymateuse

TGF : Transtorming Growth Factor
TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha
TRAF : TNF receptor associated factor

-XIX-

TRAIL : TNF related apoptosis induc-
ing ligand

TRAP : Tartrate-resistant acid phospha-
tase

U/mL : Unités par milliLitre

UTR : untranslated region

VEGEF : Vascular endothelial growth fac-
tor



CONTEXTE



En préambule de ce mémoire, il me semblait important de resituer le contexte dans
lequel s’inscrivent les travaux de recherche que j’ai menés durant ces trois dernicres années.

Vous trouverez donc ci-dessous le préambule a ce mémoire.

Malgré une meilleure prise en charge et une efficacité accrue des traitements durant
cette derniere décennie, le cancer reste une des maladies les plus fréquentes et meurtrieres dans
le monde. En effet, 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait, en 2012, a environ 14
millions le nombre de nouveaux cas de cancer par an et a 8,2 millions le nombre de déces liés a
cette maladie par an (site de TOMS) dans le monde. De méme, PTOMS estime que le nombre de
nouveaux cas devrait progresser d’environ 70 % dans les deux prochaines décennies. Cette
progression peut étre expliquée par I'allongement de la durée de vie, mais aussi, sans doute par

les nombreuses pollutions qui nous entourent.

Parmi les nombreux types de cancers, les cancers pédiatriques sont rares et représen-
tent seulement 0,5% a 4,6% de 'ensemble des cas de cancers (OMS). 1IIs different généralement
de ceux retrouvés chez I'adulte, et sont parfois presque exclusivement retrouvés chez 'enfant,
par exemple les neuroblastomes et les tumeurs osseuses primitives. Au sein des cancers de
I'enfant, les trois quarts sont des leucémies (30%), suivis des tumeurs du systeme nerveux cen-
tral (24,1%) et des lymphomes (11,4%). Enfin, parmi les quelques pour cent restants, sont re-
trouvées les tumeurs osseuses primitives (environ 6% des cancers de 'enfant et moins de 1%

de tous les cancers).

Le laboratoire de physiopathologie de la résorption osseuse et thérapie des tumeurs
osseuses primitives, INSERM UMR957, a fait des tumeurs osseuses primitives I'un de ses su-
jets de recherche principaux. Au sein de ce laboratoire, plusieurs axes de recherches sont explo-
rés, notamment les relations entre microenvitonnement tumotal et cellule cancéreuse, mais
aussi les relations entre agressivité tumorale et modulation de voies de signalisation et/ou de

facteur de transcription.

C’est dans ce contexte que s’intégrent mes travaux de these portant sur 'implication
des facteurs de transcription D/x (Distal-Less Homeobox), et de la voie de signalisation
RANK/RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kB (/Ligand)) dans la physiopatholo-
gie de Postéosarcome. En effet, les genes de la famille D/x sont connus pour leurs interventions
au cours du développement précoce et dans le processus d’ostéoblastogenese [1]. Les tumeurs
osseuses primitives étant des tumeurs du squelette en développement, il est apparu tout naturel

de s’intéresser a I'implication potentielle de ces genes. De plus, bien que ces tumeurs puissent



étre d’origines cellulaires variées (ostéoclastique, ostéoblastique, stromale ou encore mésen-
chymateuse), elles ont la caractéristique commune de perturber le remodelage osseux en indui-
sant localement un déséquilibre de ’homéostasie osseuse. Cette perturbation du microenviron-
nement favorise ainsi la progression tumorale et I'apparition de métastases dans I'organisme.
L’homéostasie osseuse étant majoritairement controlée par la voie de signalisation
RANK/RANKL/OPG [2], un intérét particulier s’est porté sur les différents partenaires de

cette voie de signalisation dans la physiopathologie de 'ostéosarcome.



INTRODUCTION GENERALE



I- Le tissu osseux: un tissu dynamique et hautement

spécialisé

Le tissu osseux, d’origine mésenchymateuse (mésodermique) dans la majorité du sque-
lette a 'exception de la partie antérieure du crane et de la face qui dérivent des crétes neurales
céphaliques elles-mémes d’origine ectodermique [3], est un tissu conjonctif dynamique et hau-
tement spécialisé jouant un role capital au sein de I'organisme. Il est composé a la fois d’une
fraction organique et d’une fraction minérale qui lui conferent sa rigidité et son élasticité. Ces
propriétés lui attribuent plusieurs fonctions aussi bien mécaniques, hématopoiétiques, que mé-

taboliques.

Par ses fonctions mécaniques, le squelette constitue une véritable « charpente » pour
I'organisme en permettant le soutien et la protection des organes (la cage thoracique pour le
cceur et les poumons, la boite cranienne pour le cerveau). Il constitue également un point
d’ancrage au systeme musculaire, via les tendons, ce qui permet ainsi a I'étre vivant de se mou-

VoI,

Drautre part, a ces fonctions « mécaniques », s’ajoute un role dans le métabolisme. En
effet, le squelette est le principal réservoir d’ions minéraux (en particulier calcium et phos-
phore) dans 'organisme, ce qui lui confere un role majeur dans le maintien de ’homéostasie
phosphocalcique et dans la régulation de la composition ionique des fluides extracellulaires

(sang, lymphe...).

Enfin, ce tissu joue un role majeur dans la production et le renouvellement des cellules
sanguines puisqu’il renferme, dans les espaces médullaires des os, la moelle osseuse qui est le
siege de ’hématopoiese (cette moelle osseuse est aussi un réservoir de cellule souche mésen-

chymateuse).

Comme le suggerent ses différentes fonctions physiologiques, le tissu osseux (squelette)
n’est pas un systeme figé comme pourrait le laisser croire sa rigidité apparente. En effet, tout au
long de la vie, ce tissu est en perpétuel remaniement, c’est-a-dire qu’il est constamment détruit
puis reconstruit suivant les différentes phases d’un processus appelé remodelage osseux. Ce
processus permet ainsi a lorganisme de réparer les fractures, de libérer des minéraux, et

d’allonger ou de modifier les os.



1. Organisation et architecture du tissu osseux

Le squelette humain est constitué de 206 os qui peuvent étre de trois types différents :
les os plats (omoplates, sternum, etc.) les os longs (fémurs, humérus, tibias, etc.) ainsi que les os
courts (phalanges, vertebres, etc.) Ces différents types d’os sont issus de processus d’ossification
(primaires) différents : P'ossification endochondrale et Possification membranaire. Ainsi, les os
courts et les os longs sont formés par ossification endochrondrale (remplacement progressif des
maquettes cartilagineuses, déposées par les chondrocytes, par une matrice ostéoide sécrétée par
les ostéoblastes), alors que les os plats sont préférentiellement issus de 'ossification membranaire
(apposition directe d’une matrice extracellulaire, par les ostéoblastes, sous une membrane qui est
progressivement minéralisée). Il existe d’autres processus d’ossification (primaires et secondaires)
qui ne seront pas abordés dans ce mémoire. Afin de décrire Porganisation générale des os, les os

longs seront pris ici comme exemple, car ils sont les plus représentatifs.

1.1. Organisation macroscopique

Chez 'adulte, les os longs sont constitués d’une partie centrale cylindrique nommeée la
diaphyse et de deux extrémités plus larges et arrondies appelées épiphyses (Figure 1). Les épi-
physes sont recouvertes de cartilage afin de former les articulations en s’associant aux os voisins.
Enfin des régions coniques, nommées métaphyses, relient chaque diaphyse aux épiphyses
(Figure 1). Au cours de la croissance, une plaque de cartilage sépare les métaphyses des épi-

physes et est appelée plaque de croissance [2].

D’un point de vue histologique, deux structures de base distinctes sont observées, os
cortical (ou os compact) situé en périphérie et l'os trabéculaire (ou spongieux) situé dans la cavité
intérieure de los (Figure 1). ’ensemble, a 'exception des zones de cartilage et de fixation des
tendons et ligaments, est entouré par une enveloppe externe richement vascularisée, le périoste.
C’est la porosité qui permet de faire la distinction entre 'os trabéculaire et I'os cortical. Ce degré
de porosité représente respectivement entre 30 et 90 % pour l'os trabéculaire et 5 et 30 % pour

l’os cortical.

1.1.1. L’os cortical

L’os cortical, également nommé os compact, est un os dense et poreux situé sous le

périoste. Il représente entre 80 et 85% du tissu osseux et est composé d'une matrice minéralisée



de type lamellaire. I.’os cortical est formé par la juxtaposition d’unités structurales cylindriques, de
200 a 300 micrometres (um) de diametre, appelées ostéons qui lui conferent sa résistance (Figure
1, Figure 2). Chaque ostéon est composé d’une trentaine de lamelles de fibre de collagene con-
centriques, orientées selon I'axe principal de l'os, et disposées autour d’un canal central permet-
tant "acheminement des flux nourriciers de I'os. Ce dernier, appelé canal de Harvers est large de
40 a 50 um et permet le passage des vaisseaux sanguins, des fibres nerveuses et des prolonge-
ments cytoplasmiques (Figure 1, Figure 2). Largement ouvert dans les ostéons primaires, il est
ensuite délimité par des cellules ostéoprogénitrices et des ostéoblastes qui se retrouvent, par la
suite, emmurés dans la matrice extracellulaire. Ces cellules assurent ainsi le comblement du canal
durant la maturation des ostéons et deviennent alors des ostéocytes. Par ailleurs, la jonction entre
les structures de Harvers est assurée par d’autres canaux transversaux, les canaux de Volkmann
qui permettent la communication entre la vascularisation du périoste et les vaisseaux de la moelle

osseuse [4].

1.1.2. L’os trabéculaire

Ios trabéculaire, également nommé os spongieux en raison de sa structure en éponge,
est un os peu calcifié, peu dense et trés poreux qui représente seulement 20 % du tissu osseux. 11
est situé principalement au niveau des épiphyses et des métaphyses des os longs, et on le retrouve
également au niveau des os plats et courts. I’os trabéculaire est constitué d’un réseau tridimen-
sionnel de travées osseuses composées de plaques de tissu minéralisé reliées entre elles par des
arches (Figure 1). Ainsi, 'os trabéculaire représente une surface d’échange considérable notam-
ment avec la moelle osseuse qui s’insére dans les travées osseuses et représente 75% de son
volume [2]. Enfin, a I'interface entre la moelle osseuse et le tissu minéralisé de nombreuses

cellules ostéoblastiques jouent un role essentiel dans les échanges entre ces deux structures.

1.1.3. Le périoste

Le périoste est une fine membrane qui recouvre l'os sur sa quasi-totalité a 'exception
des zones cartilagineuses des articulations et des zones d’accroche des tendons ou il est absent
(Figure 1). Il est constitué d’une couche externe conjonctive fibreuse et d’une couche interne
constituée de cellules souches et de cellules pré-osteoblastiques. Parmi ses fonctions, le périoste
assure la croissance en longueur et circonférentielle des os, mais également la transmission
d’informations en cas de douleurs ou de fractures. Enfin par sa treés forte vascularisation, il

assure Papport des nutriments a I’os.
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Figure 1 | Organisation structurale d’un os long
(A) Structure générale ((*) emplacement de la métaphyse) ; (B) vue éclatée d’une épiphyse, constituée a la
fois d’os compact et d’os spongieux ; (C) vue éclatée de la diaphyse, contenant en son cceur la moelle
osseuse. Adapté de Pearson Education Inc (2004-20006), Benjamin Cummings
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Figure 2 | Coupe transversale du systeme de Havers ou ostéon
Adaptée de :
http:/ /virtualmicroscope.iime.cloud/v/1300/?1at=42.65820178455672&lng=5.108642578125&z0om=6




1.2. Organisation microscopique

Le tissu osseux est constitué de plusieurs éléments cellulaires : les ostéoblastes, les os-

téoclastes, les ostéocytes et les cellules quiescentes, auxquels s’ajoute une matrice extracellulaire

qui représente 92 a 95 % du volume tissulaire [2]. La fraction cellulaire ne représente ainsi que 5

% du volume de I'os (Tableau 1).

1.2.1. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est composée a la fois d’une fraction organique (25-35%) et
d’une fraction minérale (65-75%) qui lui conférent ses propriétés physiques (rigidité et élastici-
té). Sa teneur en eau, d’environ 10%, est tres variable en fonction de la picce osseuse, du degré

de minéralisation, et de I’age des individus.

La fraction organique, ou fraction (matrice) ostéoide est constituée essentiellement par
une protéine fibreuse : le collagéne de type 1. Cette protéine associée a deux autres protéines de
structure, la fibronectine et I’élastine forment la substance fibrillaire (90%). Outre ces protéines
fibreuses, la fraction organique est composée d’une substance interfibrillaire (10%) comprenant
plus de 200 protéines différentes en grande partie synthétisées par les cellules osseuses. Parmi
ces protéines sont retrouvés de nombreux composants tels que des glycoprotéines (ostéopon-
tine, sialoprotéine osseuse...), des protéines contenant des résidus d’acide glutamique carboxylé
(ostéocalcine), des phospholipides, des phosphoprotéines ou encore des protéoglycanes
(Tableau 1). Au sein de ces protéines non collagénique, 'ostéocalcine (OC), qui est la protéine
non collagénique la plus abondante (10 a 20%) est spécifique de la matrice extracellulaire. Elle
constitue un marqueur de lactivité ostéoblastique et joue un role dans la minéralisation et
attraction des ostéoclastes au niveau des foyers de résorption [5-7]. D’autres protéines reve-
tent un caractére important, comme la sialoprotéine osseuse (BSP) intervenant dans les proces-
sus de différenciation cellulaire, de minéralisation et de résorption [8,9]. Cette protéine, ainsi
que lostéopontine (OPN) participent a I'adhérence des cellules osseuses aux cristaux
d’hydroxyapatite. En effet, une grande partie de ces protéines possedent des motifs conservés
de liaisons aux intégrines, motif : RGD soit Arginine (R), Glycine (G), Acide aspartique (D).
Ainsi les intégrines présentes a la surface des ostéoblastes permettent I'attachement a la matrice
extracellulaire via ces motifs [10]. Des cytokines et des facteurs de croissance (Transforming
Growth factor (TGF), interleukines (IL), Bone Morphogenetic Proteins (BMP),...) sont égale-

ment présents dans cette matrice en petite quantité [11]. Ces facteurs protéiques jouent un role



important dans Iactivation et la différenciation des cellules osseuses ainsi que dans le couplage

entre résorption et formation osseuses [4,12].

Fonctions
Ostéoclastes
. Remodelage osseux
Fraction Ostéoblastes
cellulaire -
(=5%) Osteocytes Synthése des protéines de la
Ostéoprogéniteurs fraction organique de la MEC
Eau (=10%)
. Collagene I structural
Partie
Fibrillaire Fibronectine adhérence cellules / matrice
=00%
(=00%) Elastine structural
) protéoglycanes
Matrice Fraction . e :
Extra- organique glycosaminoglycanes diffision des mutniments
cellulaire (25%) Partie inter glycoprotéines
(=05%) fibrillaire . : L
(=10%) ostéocalcine minéralisation
ostéopontine adhérence
sialo-protéimes osseuses minéralisation
Fraction hydroxyapatites
minérale
(=65%) 10’35

Tableau 1 | Composition d’un os long
La fraction cellulaire de I'os long représente environ 5 % du volume total, alors que la matrice extracellu-
laire composée d’une fraction organique, et d’une fraction minérale représente a elle seule environ 95 %
du volume de I’os long. D’aprés Pierre Guihard (Thése du laboratoire).

Concernant la fraction minérale, elle représente entre 50 a 70 % de la masse osseuse et
est composée essentiellement de phosphate de calcium sous forme de cristaux d’hydroxyapatite
[Ca10(PO4)s(OH)2] disposés dans les espaces interfibrillaires (Tableau 1). Cette fraction con-
fere au tissu osseux sa résistance et sa rigidité. En plus du calcium et du phosphore présents
dans ces cristaux, de grandes quantités de magnésium et de sodium y sont également retrou-
vées. De ce fait, 'os représente une réserve minérale importante (99% du calcium, 85% du
phosphore, et entre 40 et 60 % du sodium et du magnésium) qui pourra étre sollicitée grace au

processus de remodelage osseux afin de maintenir ’homéostasie.
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1.2.2. Fraction cellulaire

La fraction cellulaire de 'os qui représente 5 % du volume total est constituée principa-

lement de deux types cellulaires qui sont 'ostéoblaste et Postéoclaste.

1.2.2.1. L’ostéoblaste

a. Genese de Postéoblaste (ou ostéoblastogenese)

L’ostéoblaste est issue de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses
(CSM) en cellules ostéoprogénitrices puis en ostéoblastes au cours d’'un processus appelé os-
téoblastogenese [13,14]. Ces CSM, d’origine mésodermique, sont principalement retrouvées
dans la moelle osseuse et dans la zone médullaire du périoste. Ces cellules souches, qui posse-
dent une grande plasticité et une capacité de prolifération élevée, peuvent se différencier en
plusieurs types cellulaires : les ostéoblastes, les adipocytes, les myocytes et les chondrocytes
[15,16]. L’orientation des CSM dans une voie ou dans une autre dépendra de 'expression tem-
porelle de facteurs de transcription spécifiques (Figure 3) présentés, pour les principaux, ici :
e Myo-D qui engage les CSM dans la différenciation myoblastique,
e PPARy2 (Peroxisome Proliferator-Actived Receptor y2) qui conduit vers la voie adipo-
cytaire,
e  Sox-9 qui controle la voie chondroblastique,
e Runx2 (Runt-related transcription factor 2) et Ostérix (OSX/SP7) qui conduisent vers

la voie ostéoblastique.

Adipocytes

Myocytes

PPARy MyoD
FABP4 Myfs
. Runx2 Runx2 COLIAALP @
T‘ ‘8§
Sox9
Cellules souches Pré-ostéoblastes .

A Ostéoblastes
mésenchymateuses N
@I @

Chondrocytes

Figure 3 | Différenciation des cellules souches mésenchymateuses
Sous Peffet de expression de différents facteurs de transcription, les cellules souches mésenchymateuses se
différencient en plusieurs types cellulaires : chondrocytes (Sox9), ostéoblastes (Runx2), adipocytes (PPARy2)
et myocytes (MyoD). Images issues de la banque d’images ServierMedical Art.
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De fagon plus précise 'engagement vers la voie de différenciation ostéoblastique,
Postéoblastogenese (Figure 4), est controlée majoritairement par expression du facteur de
transcription Runx2 (ou Cbfal/AML3). Ce facteur permet d’initier la différenciation des CSMs
vers le stade pré-ostéoblastique via sa fixation sur le promoteur de nombreux genes (par
exemple le Collagene de type I, la sialoprotéine osseuse, l'ostéocalcine ou encore
Postéopontine). S’ensuit une expression temporelle d’'une large variété de facteurs de transcrip-
tion comme Ostérix (OSX), le complexe AP-1 (Activating protein-1), et les homéoprotéines
Distal-less Homeobox 3 et 5 (D/x3 et D/x5) qui participent activement aux controles du pro-
cessus d’ostéoblastogenese en inhibant ou activant le processus de différenciation (Figure 4).
L’expression de ces différents facteurs est controlée par de nombreuses cytokines, facteurs de

croissance et hormones comme les BMPs, les oestrogenes, les androgenes, le fibroblast growth

factor (FGF), le TGF-B, etc.

Msx2, DIx3, Stat1, Sox8, DIx3, DIX5, Rb, TAZ, bCe::ules
Hoxa2, Sox9, Aj18, Hoxal0, BAPX-1, Runx2 ordantes
MEF1, Nrf2, p53 B-caténine

1 P LN

Runx2
Runx2 Osx
— — —
AP-1

c-Fos Ostéocytes
Cellules souches , , JunD Ostéoblastes
. Pré-ostéoblastes
mésenchymateuses mature
| ALP, Coll1A, OPN | T
| BSP, OC | Twist
B-caténine Mort par
LEF1 apoptose

Figure 4 | Ostéoblastogenése
Les ostéoblastes sont issus des cellules souches mésenchymateuses. Plusieurs facteurs de transcription sont
nécessaires a la différenciation et a la maturation des ostéoblastes. Parmi ces facteurs, les génes Dix3 et Dix5
jouent un réle important dans le contréle du gene maitre Runx2 (D’apres P. Marie [13]).

Pour la plupart de ces facteurs de transcription, leur implication a été établie ou con-
firmée en grande partie par 'utilisation de mod¢le murin présentant une surexpression ou une

absence (délétion) de ces genes [17].
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Par exemple, I'invalidation 7z vivo de Runx2 chez la souris conduit a une absence totale
d’ostéoblaste, autrement dit d’ostéoformation. Les maquettes des os sont présentes et de

formes normales, mais sont uniquement constituées de cartilage [18].

De la méme fagon, des souris invalidées pour Ostérix (Osx) présentent un phénotype
similaire aux souris Runx2-/- c’est-a-dite une absence d’ostéoblaste et de formation osseuse
[19]. Le fait que Runx2 soit exprimé correctement chez ces souris a permis de déterminer que
le géne Osx se situe en aval de Runx2 [20]. Il a été démontré qu’Osx favorise le passage du pré-
ostéoblaste vers l'ostéoblaste mature et fonctionnel. L’expression d’Osx est stimulée par

Runx2.

Un autre facteur, D/x5, lorsqu’il est invalidé chez la souris conduit a un retard
d’ossification sans toutefois modifier la morphogenese des os [21]. En effet, D/x5 interagirait
avec Msx2 (Msh homeobox 2), conduisant a une levée de Iinhibition du promoteur de
Postéocalcine par Msx2 [22]. Concernant Msx2, lorsque ce dernier est surexprimé, il accélere

'ossification membranaire et son activation retarde la différenciation ostéoblastique [23].

Par ailleurs, grace a des expériences 7 vivo, il a aussi été clairement établi que le com-
plexe AP-1, constitué d’homo ou d’hétérodimeres de facteurs de transcription de la famille c-
Jun/c-Fos, est primordial dans le processus de différenciation des ostéoblastes [24]. En effet,
dans un modeéle murin présentant une surexpression ubiquitaire de c-Fos, la présence accrue de
cette protéine la rend largement disponible pour former AP-1, ce qui conduit a la transforma-
tion des ostéoblastes et a Papparition de tumeurs osseuses (ostéosarcome) dans 100 % des in-
dividus [25,26]. A Iinverse, des souris invalidées pour Fos (souris Fos/-) présentent des retards
de croissance, des défauts dans le processus de remodelage osseux, une hématopoicse altérée et

une ostéoporose avancée [27].

En résumé, I'ostéoblastogenese est un processus complexe faisant intervenir de nom-
breux facteurs de transcription s’exprimant de facon temporelle afin de réguler la formation des

ostéoblastes.
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b. Marqueurs de la différenciation ostéoblastique

Au cours de sa vie, Postéoblaste passe par différents stades de différenciation (Figure
4) : pré-osteoblaste, ostéoblaste mature, cellules bordantes et/ou ostéocytes. Ces différents
stades sont définis par rapport aux propriétés morphologiques et aux fonctions de ces cellules,

mais également en fonction de I'expression de différents marqueurs spécifiques (Figure 5).

. . . Ostéoblaste
Précurseur Pré-ostéoblaste

mature
phosphatase alcaline =~ - —-c— - >
collagénedetypel = e mmmmmm e mm——— >
Marqueurs t . -
ostéoblastiques osteopontine
sialoprotéineosseuse 0 0—m——====-== >
ostéocalcine -———>

Figure 5 | Principaux marqueurs exprimés au cours de la différenciation ostéoblastique

Ainsi dans ses stades de différenciation précoce, 'ostéoblaste commencera par expri-
mer le collagene de type I puis 'ostéopontine [28]. Apres quoi, dans ses stades plus avancés, les
ostéoblastes matures exprimeront la sialoprotéine osseuse ou encore l'ostéocalcine. Il existe
néanmoins une grande variabilité dans I'expression de ces marqueurs par les ostéoblastes. En
effet, Candelicre et co/l. [29] ont montré que des ostéoblastes histologiquement identiques, mais
issus de différentes zones chez le rat expriment des taux variables de ces différents marqueurs.
Seule la phosphatase alcaline semble étre exprimée de facon ubiquitaire (Figure 5). Le réle de

ces différents marqueurs est détaillé ci-dessous :

e La phosphatase alcaline (PAL) ou Alkaline Phosphatase (ALP) est une protéine enzy-
matique exprimée en surface de la membrane cellulaire. Cette enzyme a pour role
d’hydrolyser les pyrophosphates inorganiques (ester phosphorique), inhibiteurs de la
calcification, pour en libérer du phosphate inorganique qui lui au contraire va favoriser
la minéralisation en s’intégrant dans les cristaux d’hydroxyapatite [30,31] ;

e Le collagéne de type I est une protéine constituée d’une triple hélice de chaines poly-
peptidiques. Il est produit par le réticulum endoplasmique puis est sécrété dans la ma-

trice extracellulaire ou il représente 90 % des constituants ;

-14-



e La sialoprotéine osseuse (ou Bone sialoprotein (BSP)) et 'ostéopontine (OPN) sont les
deux protéines non collagéniques les plus exprimées dans le tissu osseux. Ces protéines
possedent des motifs répétés RGD qui leur permettent de se lier aux intégrines. Ces
liaisons permettent ainsi aux cellules osseuses d’adhérer a la matrice extracellulaire afin
de la minéraliser. Plus spécifiquement, la BSP est impliquée dans la formation des cris-
taux d’hydroxyapatite et est considérée comme un marqueur tardif de
P'ostéoblastogenése [32,33], alors que POPN participe plutot a la modulation de la mi-
néralisation et de la résorption osseuse en liant a la fois le calcium, mais également des
protéines acides (par ex.: la fibronectine, le collagéne). Concernant son expression,
I’OPN est exprimé de facon cyclique en fonction de 'avancement de la différenciation ;

e JJostéocalcine est une protéine vitamine-K dépendante qui est spécifique du tissu os-
seux. Elle y est exprimée en grande quantité et représente ainsi entre 10 a 20 % des
protéines non-collagéniques de l'os. Elle contient des résidus acides carboxygluta-
miques (gla) dont I’état de carboxylation est dépendant de la vitamine K. Cette pro-
téine, exprimée tardivement par I'ostéoblaste mature, semble jouer un role clef dans la
résorption osseuse en stimulant la différenciation ostéoclastique [6]. De méme, cette
protéine lorsqu’elle est libérée de la matrice osseuse deviendrait une hormone impor-
tante capable d’augmenter la production et la sensibilité a I'insuline, favorisant ainsi
Iutilisation du glucose et la dépense d’énergie. Cette découverte a mis en évidence

Iexistence de liens entre le métabolisme énergétique et le tissu osseux [34].

c. Les différents stades de différenciation de la cellule ostéoblastique

Les pré-ostéoblastes, de morphologie allongée, sont des cellules précurseurs déja en-
gagées dans la voie ostéoblastique. Elles possedent la capacité de se diviser, mais ne synthéti-
sent pas de matrice extracellulaire. Toutefois, elles expriment un certain nombre de marqueurs
précoces du tissu osseux tels que la phosphatase alcaline ou encore 'ostéonectine [28]. Ces
cellules sont généralement situées a proximité des foyers de formation osseuse, c’est-a-dire a

proximité des ostéoblastes matures.

Les ostéoblastes différenciés ou matures sont des cellules mononucléées de forme

cubique et d’une taille d’environ 20 um qui font suite aux pré-ostéoblastes. La présence de ces
cellules dans le tissu osseux est tres importante. En effet les ostéoblastes sont chargés de la

synthese et de la minéralisation de la matrice osseuse au cours de la croissance (modelage), du
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renouvellement de la matrice osseuse chez 'adulte (remodelage) et de la réparation osseuse tout

au long de la vie [14].

Apreés plusieurs étapes de différenciation et de prolifération, les ostéoblastes matures
sont retrouvés a la surface de 'os sous forme de couche monocellulaire. I.’aspect morpholo-
gique de ces cellules est typique avec un corps cellulaire polarisé et un noyau situé au pole basal.
Autre particularité morphologique des ostéoblastes, du fait d’une synthése protéique élevée
pour produire la matrice osseuse, le réticulum endoplasmique granuleux (REG), les mitochon-
dries et I'appareil de Golgi de ces cellules sont trés développés. Par ailleurs, le cytoplasme ren-
ferme de nombreuses vésicules de calcium qui permettront la minéralisation de la matrice os-
seuse préalablement synthétisée par ces mémes cellules (chez ’'homme, I'étape de minéralisa-

tion débute environ 10 a 20 jours apres le dépot de la matrice).

Outre, la production des protéines osseuses spécifiques (matrice ostéoide, ALP, BSP,
OPN, OC, collagene de type 1 (ColllA),...), les ostéoblastes sécretent de nombreuses molé-
cules relarguées dans la matrice telles que des facteurs de croissance (TGF-B, FGFs, BMPs),
des molécules régulatrices (RANKL, OPG, cytokines (IL-6, IL-11, Tumor Necrosis Factor
alpha (TNFa)) ou encore des métalloprotéases matricielles (MMPs). I’ensemble de ces facteurs
concourt a réguler finement le processus de remodelage osseux. En plus de ces facteurs sécré-
tés par lostéoblaste, la régulation de la formation osseuse fait aussi intervenir d’autres molé-

cules non sécrétées par les ostéoblastes comme les hormones sexuelles ou encore 'hormone

parathyroidienne (PTH).

A Tissue de la période de formation, environ 65 % des ostéoblastes meurent par apop-
tose, la fraction restante peut se transformer en cellules bordantes ou en ostéocytes (Figure

4)[35].

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes quiescents, qui a 'issue de leur période

de formation osseuse restent a la surface de I'os en réduisant leurs activités de synthese pro-
téique [360]. D’un point de vue morphologique, il s’agit de cellules aplaties possédant un cyto-
plasme pauvre en organites, en particulier en mitochondries et REGs, due a la diminution des
fonctions de synthese. Leur principal role est d’assurer la communication entre la surface os-
seuse, 'environnement cellulaire et les ostéocytes emmurés dans la matrice osseuse. Ces cellules

pourront néanmoins étre réactivées, au besoin, pour redevenir des ostéoblastes actifs [37]. En-
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fin, ces cellules joueraient un réle dans linitiation du remodelage osseux en libérant la surface

osseuse sous leffet de certains stimuli, laissant ainsi la place aux ostéoclastes [38].

Les ostéocytes proviennent de la différenciation terminale d’une partie des ostéo-
blastes matures ne mourant pas par apoptose (10 a 20 % des ostéoblastes deviennent des os-
téocytes). Apres la minéralisation de la matrice osseuse, les ostéocytes se retrouvent emmurés,
dans la matrice, au sein de lacunes périostéocytaire nommées ostéoplaste (Figure 6). Au cours
de la transformation des ostéoblastes en ostéocytes, les ostéoblastes matures perdent progressi-
vement une grande partie de leur marqueur (ALP, Coll1 A, BSP,...) ainsi que de leurs organites
(REG, mitochondrie, etc.)[28,39]. De méme, le volume du cytoplasme décroit d’environ 70 %
tout en conservant de longs prolongements cytoplasmiques, conférant a ostéocyte une forme

étoilée.

Figure 6 | Ostéocyte emmuré dans sa lacune
Observation au microscope électronique a transmission d’un ostéocyte emmuré dans un ostéoplaste.
Image de Carter Rowley, Micron BioSystems, Denver, CO 80222
http://medpics.ucsd.edu/index.cfmrcurpage=image&course=hist&mode=browse&lesson=31&img=558

Par ailleurs, les ostéocytes jouent un role essentiel dans la transmission des signaux
mécano-sensoriels, et dans les échanges entre les cellules et le micro-environnement au cours
du processus de remodelage osseux [40]. En effet, les ostéocytes interagissent avec les fibres de
collagene tapissant les ostéoplastes par 'intermédiaire de molécules de type intégrines. Ils fonc-
tionnent ainsi comme des mécano-récepteurs capables de percevoir les modulations des con-
traintes mécaniques appliquées a ’os, permettant a ce dernier de s’adapter via I'intermédiaire du
remodelage osseux. Les informations étant transmisses par des jonctions communicantes éta-
blies entre les ostéocytes, les ostéoblastes et les cellules bordantes [41]. Le réle des ostéocytes
dans le remodelage osseux est renforcé par la sécrétion d’un marqueur spécifique de cette cel-

lule, la sclérostine. Cette molécule, inhibiteur de la voie Wnt, controle et régule négativement
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Pactivité des ostéoblastes [42]. De la méme facon, les ostéocytes sont la source majeure de
RANKI, molécule indispensable a I'ostéoclastogencse [43]. Enfin 'apoptose des ostéocytes

pourrait étre un facteur déclenchant de 'ancrage des ostéoclastes a la surface osseuse [44].

En résumé, les cellules de la lignée ostéoblastique ont deux fonctions majeures qui con-
sistent d’une part en la synthese et la minéralisation de la matrice osseuse, et d’autre part en

Pactivation des précurseurs ostéoclastiques.

1.2.2.2. IL’ostéoclaste

a. Genese de 'ostéoclaste (ou ostéoclastogenese)

A la différence des ostéoblastes qui dérivent des cellules souches mésenchymateuses,
les ostéoclastes dérivent des cellules souches hématopoiétiques (CSH) par un processus nommé
ostéoclastogencse (Figure 7) [45,40]. Les CSH, dans un premier temps, donnent naissance a
des cellules circulantes mononucléées appelées CFU-GM (Colony Forming Unit-Granulocyte
Macrophage). Ces cellules circulantes sont maintenues en prolifération et en survie par la pré-
sence de M-CSF (macrophage monocyte-colony stimulating factor) qui se lie sur son récepteur
c-fms. Cela permet de conserver un pool de précurseurs mononucléés pouvant se différencier
en ostéoclastes. Ces précurseurs, qui n’expriment aucun marqueur spécifique de I'ostéoclaste,
vont étre attirés par chimiotactisme vers les sites de résorption. A leur artivée, ces précurseurs
se fixent a la matrice osseuse et commencent a se différencier en ostéoclastes sous I'action de
facteurs synthétisés et sécrétés par les cellules stromales ou par les ostéoblastes, mais également
par contacts directs entre ces différents types cellulaires. Les ostéoclastes se mettent alors a
exprimer des marqueurs spécifiques : la phosphatase acide tartatre résistante (ou TRAP) et le
récepteur a la calcitonine. Parmi les facteurs stimulant la différenciation des ostéoclastes, le M-
CSF et RANKL sont indispensables pour induire les ostéoclastes [47,48]. En effet, RANKL est
le ligand du récepteur RANK exprimé a la surface des précurseurs ostéoclastiques. Sa fixation
permet la poursuite du processus d’ostéoclastogenese en induisant de nombreuses voies de
signalisation et facteurs de transcription (PU-1, c-Fos, nuclear factor of activated T-cells 1
(Nfatcl)...). Enfin, toujours sous l'influence de M-CSF et de RANKI, ces précurseurs ostéo-
clastiques fusionnent pour former des ostéoclastes multinucléés. De méme, I'activation de ces
cellules est due a RANKL qui va stimuler la formation d’une bordure en brosse rendant
Postéoclaste mature et polarisé. Ce dernier se retrouve alors dans une lacune de résorption ap-

pelée lacune de Howship. Afin de réguler la différenciation ostéoclastique, un récepteur leurre
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de RANKL est également sécrété par les ostéoblastes : Postéoprotégérine (OPG). Cette pro-
téine agit ainsi comme un facteur anti-résorptif en prévenant la formation, la maturation et

Pactivation des ostéoclastes.

TRAFP
CATHE
MMF-9
M CSF M-CSF -
RANKL f/ ’.. b
O S @ T |
e
Cellale Souche Ostéoclaste Ostéoclaste

Hématopoiétique Pré-ostéoclaste multinucléé Mature

Figure 7| Ostéoclastogenése
Sous P'effet du M-CSF et de RANKIL, les cellules souches hématopoiétiques se différencient en ostéoclastes
multinucléées. Images issues de la banque d’images ServierMedical Art.

b. Fonction de ostéoclaste

Les ostéoclastes matures sont des cellules géantes multinucléées pouvant atteindre une
taille de 100 um de diamétre, et renfermant de 2 a 30 noyaux. Ces cellules sont chargées de la
résorption de l'os et possedent une bordure en brosse caractéristique (Figure 8) [49]. Ainsi
compte-tenu de cette activité, les ostéoclastes possedent de nombreuses mitochondries, un
appareil de Golgi tres développé ainsi que de nombreuses vésicules lysosomales riches en en-
zymes. Parmi ces enzymes, la phosphatase acide tartrate résistante (TRAP), la cathepsine K, ou
les collagénases (MMP2, MMPY) nécessaires a son activité de dégradation sont les plus retrou-
vés chez les ostéoclastes [4,50]. Par ailleurs, les nombreuses mitochondries présentes dans ces
cellules permettront de fournir I'énergie nécessaire au fonctionnement des pompes a protons

chargées d’acidifier le milieu cellulaire durant la phase de résorption.
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Figure 8| L’ostéoclaste
(A) Observation au microscope électronique a transmission d’un ostéoclaste résorbant la matrice osseuse.
Image coloré de Tim Arnett, University College of London.
http:/ /bonetesearchsociety.org/resources/gallery/20/
(B) Schéma représentatif d’un ostéoclaste actif. D’apres Rousselle et Heymann [49].
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2. Le remodelage osseux

Le tissu osseux est dans un état de renouvellement perpétuel, de P'ordre de 10 % par an,
grace au remodelage osseux qui est une alternance finement orchestrée entre résorption et for-
mation osseuse. Ce processus long (4 a 6 mois) et complexe permet a ce tissu de s’adapter aux
contraintes mécaniques, d’assurer la cicatrisation des fractures [51] et de maintenir
I’homéostasie minérale [52]. Ce remodelage se déroule selon une séquence précise
d’événements, résultant de lactivité de certaines cellules osseuses (ostéoblastes et ostéoclastes
majoritairement), qui s’organise en quatre étapes : la phase d’initiation, la phase de remodelage,

la phase de réversion et enfin la phase de formation/minéralisation (Figure 9) [53].
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Figure 9 | Les différentes étapes du remodelage osseux
Adapté de Biomedical Tissue Research, University of York,
http:/ /www.yotk.ac.uk/tes/bonefromblood/background/boneremodelling. html.
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2.1. Les étapes du remodelage osseux

La phase d’initiation ou d’activation : cette séquence débute en un point de la sur-

face osseuse quiescente recouverte par des cellules bordantes. Cest la perception d’un signal
mécanique (fracture, prise de poids, etc.), hormonal (ménopause, etc.) ou nerveux, pat ces cel-
lules qui induiraient le processus de remodelage [51,52,54]. La perception de ce signal associé a
la présence de facteur pro-résorptifs (PTH, prostaglandine E2 (PGE2), vitamine D3) condui-
rait a la dégradation de la fine couche de matrice non minéralisée située entre I'os et les cellules
bordantes, ainsi qu’a la rétractation de ces cellules. De cette facon, la matrice minéralisée se

retrouve exposée, ce qui permet 'adhésion de précurseurs ostéoclastiques et d’ostéoclastes.

La phase de résorption : cette phase, qui dure environ 30 jours, débute par le recru-

tement de précurseurs ostéoclastiques mononucléés (monocytes), qui vont se différencier et
s’activer sous I'influence de facteurs libérés par les ostéoblastes. Parmi ces facteurs, le M-CSF
permet le recrutement des précurseurs alors que l'interaction de RANK ligand avec son récep-
teur RANK, exprimé a la surface des précurseurs ostéoclastiques, permet la différenciation et
P'activation de ces derniers. Aprés quoi, des son adhésion a la matrice osseuse, 'ostéoclaste

mature commence la résorption (ou dégradation) de la matrice osseuse en formant une

chambre de résorption via des interactions moléculaires avec la matrice. Concrétement, cette
phase débute par la formation de podosomes entre la matrice osseuse et I'ostéoclaste, via des
interactions entre des intégrines de la membrane ostéoclastiques et des protéines de la matrice
osseuse, pour former une poche hermétique entre la cellule et la matrice. Cette poche hermé-
tique est appelée bordure en brosse (Figure 8). S’ensuit un relargage massif d’ions H+, grace
aux pompes a protons, qui permet d’acidifier le milieu afin de dissoudre la matrice minérale.
Cette phase est alors suivie d’un relargage d’enzymes lysosomiales qui nécessite un potentiel
hydrogene (pH) acide pour fonctionner. Ces enzymes vont alors terminer la digestion de la

matrice osseuse en dégradant la matiére organique, en particulier le collagene.

La phase de réversion : elle suit la phase de résorption et correspond a la phase de

transition permettant le couplage entre résorption et formation osseuse. Au cours de la phase
de résorption, la dégradation de la matrice osseuse entraine une augmentation de la concentra-
tion en calcium dans I'environnement. Cette augmentation, associée a une profondeur impor-
tante de la lacune de résorption, conduirait a la déstabilisation des podosomes [55]. En consé-
quence la chambre de résorption est rompue, obligeant 'ostéoclaste a se détacher de la matrice

osseuse. Ainsi, les ostéoclastes qui se détachent peuvent migrer vers un autre foyer de résorp-
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tion ou mourir par un processus d’apoptose, vraisemblablement médié par la voie Fas/Fas
ligand [56]. De cette facon, les ostéoclastes laissent leur place a des cellules de types monocytes-
macrophages chargés d’éliminer les derniers résidus de matrice présents dans le fond de lacune.
En parallele, les ostéoblastes commencent leurs processus de différenciation qui s’accompagne

de la sécrétion de facteurs anti-résorptif tel que TOPG.

Par ailleurs, certains facteurs intégrés a la matrice osseuse sont libérés par les ostéo-
clastes au cours des phases de résorption [57]. Ces facteurs, comme les insulin growth factor
(IGFs), le TGF-B, les BMPs, ou encore le platelet-detived growth factor (PDGF), stimulent la
formation osseuse en recrutant et activant les ostéoblastes. De méme, les ostéoclastes semblent
pouvoir recruter de facon directe des pré-ostéoblastes via I'expression de S1P (sphingosine 1

phosphate) et de BMPOG. Ils pourraient également stimuler la formation osseuse par P'activation

de la voie Wnt/BMP [58].

La phase de formation : elle débute par la prolifération des cellules ostéoprogénitrices

qui vont venir tapisser le fond de la lacune de Howship. Apres quoi les ostéoblastes se diffé-
rencient et sécretent les constituants nécessaires a la formation et a la minéralisation de la nou-
velle matrice osseuse. Apres 10 a 15 jours, le tissu osseux se minéralise par apposition de cris-
taux d’hydroxyapatite entre les espaces interfibrillaires du collagene. Cette étape de minéralisa-
tion se décompose en deux temps : une phase rapide appelée minéralisation primaire, puis une
phase plus lente de durée variable appelée minéralisation secondaire. L.a durée de cette dernicre
phase est liée a la fréquence de remodelage et peut ainsi se dérouler sur une période de 4 a 5

mois.

Au cours de ce processus de minéralisation, les besoins en minéraux (calcium et phos-
phore) sont tres élevés. Ces derniers vont parvenir aux sites de nucléation présents dans les
fibres de collagene soit par diffusion passive a partir du milieu extracellulaire, soit par du trans-
fert actif a 'aide de pompes a calcium présentes dans la membrane des ostéoblastes. Le phos-
phate est transporté de facon similaire, mais son transport actif par I'ostéoblaste sera assuré par
un systeme de transport dépendant du sodium. De méme, un second systeme existe dans
l'ostéoblaste, impliquant la phosphatase alcaline qui sera capable de fournir du phosphate inor-
ganique en hydrolysant des pyrophosphates inorganiques. L’importance de la phosphatase alca-
line dans la minéralisation a été prouvée par son invalidation chez la souris. En effet, ces der-

nieres présentent une anomalie de la minéralisation [31]. Par ailleurs, de nombreuses protéines
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osseuses (BSP, OPN, etc.) possédent des domaines de liaison au calcium. Ces protéines pour-

ront également favoriser la minéralisation osseuse.

Une fois les phases de formation et de minéralisation achevées, les ostéoblastes peu-
vent soit mourir par apoptose, soit s’intégrer a la matrice osseuse sous forme d’ostéocytes ou
rester quiescents a la surface en devenant des cellules bordantes. Apres une période de quies-

cences plus ou moins variable, le cycle de remodelage reprend.

2.2. La régulation du remodelage osseux

Le processus de remodelage osseux est étroitement régulé par I'action de nombreux
facteurs locaux et systémiques (cytokines, hormones, facteurs de croissance, etc.) [59], ce afin
d’orchestrer Iintervention des différents partenaires cellulaires au sein de la lacune de résorp-
tion. Ces facteurs vont controler la prolifération, la différenciation ou I'activation des ostéo-
blastes et des ostéoclastes. Ainsi, la moindre perturbation du remodelage osseux conduit a des

situations pathologiques (ostéoporose, ostéopétrose, etc.).

Au cours de la derniére décennie, la découverte de 'OPG et Iidentification consécutive
de son ligand RANKL et de RANK ont révolutionné les connaissances des mécanismes molé-
culaires a la base de la régulation du remodelage osseux [60]. Bien qu’encore mal connue, au vu
de la découverte récente dun nouveau récepteur pour RANKL [61], la triade
RANK/RANKL/OPG est considérée comme la voie majeure de controle du processus de
remodelage osseux. La présentation de cette voie de signalisation et de ces différents acteurs
fera 'objet d’un chapitre particulier dans ce manuscrit au vu de Pimportance qu’elle revét dans

mes travaux de thése.
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II- Les tumeurs osseuses primitives : des tumeurs rares

1. Les tumeurs osseuses primitives

Comme énoncé précédemment, les tumeurs osseuses primitives représentent moins de
1% des cancers. Elles peuvent étre divisées en deux catégories : les tumeurs bénignes (tumeurs
a cellules géantes, ostéomes, chondromes, etc.) et les tumeurs malignes (ostéosarcomes, tu-
meurs d’Ewing, chondrosarcomes, fibrosarcomes, etc.). Ces tumeurs, qu’elles soient bénignes
ou malignes, sont généralement classées en fonction de la nature du tissu qu’elles produisent
(Tableau 2)[62]. De plus, ces dernic¢res sont souvent ostéocondensantes ou ostéolytiques,

voire dans certains cas hétérogénes comme pour 'ostéosarcome [63,64].

Producti
Production rocuction Production

) de matrice conjonctive ) .
de matrice osseuse o . de matrice cartilagineuse
indifférenciée

Autres types de tumeurs

Ostéome
- . . " Chondrome Tumeur
Tumeurs bénignes Ostéoblastome Fibrome non-ossifiant . N .
L Ostéochondrome a cellules géantes
Ostéoide
Sarcome d'Ewing
Tumeurs malignes Ostéosarcome Fibrosarcome Chondrosarcome Myélome multiple

Lymphosarcome osseux

Tableau 2| Les tumeurs osseuses primitives
A Texception de quelques tumeurs (autres types de tumeurs) néanmoins dérivées de cellules de la moelle
osseuse, les tumeurs osseuses sont en grande partie classées en fonction de la nature de la matrice qu’elles
produisent.

En Europe, 'incidence annuelle des tumeurs osseuses primitives est estimée a environ
20 cas par an et par million d’habitants [65]. Les tumeurs bénignes sont les plus fréquentes et
peuvent étre observées a tout age alors que les tumeurs malignes sont tres rares et touchent une
population plutot jeune (environ 300 cas par an en France pour les tumeurs malignes). Toute-
fois, un second pic d’incidence intervient autour de 60 ans pour des tumeurs osseuses primi-
tives malignes qui peuvent survenir suite 2 une pathologie du remodelage osseux, telle que la
maladie de Paget. Ainsi, les formes malignes les plus fréquentes sont représentées par les ostéo-

sarcomes et les tumeurs d’Ewing qui constituent environ 90% de ces tumeurs [63].

Dans notre étude, les investigations se sont portées uniquement sur 'ostéosarcome
pour des raisons de commodité. En effet, le choix de cette maladie comme modele d’étude des
tumeurs osseuses a été encouragé par sa prévalence, sa grande hétérogénéité, mais surtout par

la disponibilité de modéles syngéniques chez la soutis.
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2. Lostéosarcome

2.1. Définition, origine et épidémiologie

L’ostéosarcome est une maladie rare référencée par Orphanet [660] et définie par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme «une tumeur maligne caractérisée par
I’élaboration d’os ou de substance ostéoide par les cellules tumorales » [62]. Cependant, cette

tumeur est souvent associée a des plages d’ostéolyse péri-tumorales.

Cette pathologie dérive principalement du mésoderme et est issue des cellules souches
mésenchymateuses [67]. L’ostéosarcome résulterait ainsi d’une dérégulation du programme de
différenciation des CSM. De ce fait, selon le stade de différenciation de la cellule souche affec-
tée par la transformation tumorale, les cellules ostéosarcomateuses seront plus ou moins diffé-
renciées et agressives. De maniere plus générale, une corrélation inverse semble exister entre

agressivité et différenciation de ces tumeurs [68].

En fait, le terme « ostéosarcome » désigne le nom générique d’une famille de tumeurs
présentant une grande variété de lésions distinctes par leur présentation clinique et radiogra-
phique, leur aspect microscopique et leur évolution. Ces nombreux profils conduisent a définir
I'ostéosarcome comme une tumeur tres hétérogene. Pour illustrer cette hétérogénéité, TOMS
définit 3 sous-types d’ostéosarcomes conventionnels (Figure 10) bien qu’il en existe de nom-

breuses formes bien plus rares et variées [69,70] (Tableau 3) :

. P'ostéosarcome ostéoblastique : formé de cellules tumorales de type ostéoblastique

produisant une matrice ostéoide, il est le plus fréquent des ostéosarcomes ;

. P'ostéosarcome fibroblastique : formé de cellules indifférenciées de morphologie fi-
broblastique ;
. Postéosarcome chondroblastique : il est formé par des amas de cellules peu diffé-

renciées produisant une matrice cartilagineuse.

D’un point de vue épidémiologique, I'ostéosarcome représente la moitié des cas de
tumeurs osseuses primitives malignes diagnostiquées, et son incidence annuelle est évaluée a
environ 7,4 cas par million d’enfants de moins de 15 ans [65]. En France, les dernieres données
épidémiologiques ne sont pas encore rendues, néanmoins le réseau ResOS qui prend en charge

les sarcomes osseux estimait la prévalence de 'ostéosarcome a environ 125 cas en 2012.
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L’ostéosarcome touche en majorité des enfants ou jeunes adultes avec un pic
d’incidence vers 18 ans (75% des ostéosarcomes diagnostiqués le sont entre 8 et 25 ans), et
avec une proportion plus élevée chez les garcons (sex-ratio : 1,4 :1). Il est rare avant 10 ans, et
exceptionnel avant 5 ans. De méme, il peut survenir chez I’adulte, avec un pic d’incidence a 60
ans, mais il sera dans la majorité des cas consécutif a une autre maladie (maladie de Paget, tu-

meurs a cellules géantes, etc.) ou a une radiothérapie [71,72].

Figure 10| Préparation histologique d’ostéosarcomes colorés a ’hématoxyline
Aspect typique d’un ostéosarcome ostéogénique (grossissement x 40) (A), d’un ostéosarcome fibroblastique

(grossissement x 20) (B), et d’un ostéosarcome chondroblastique (grossissement x 20) (C) (Dr MF Heymann,
CHU de Nantes, INSERM UMR957).

Ostéosarcomes centraux juxtacorticaux intracorticaux
conventionnels non conventionnels
ostéoblastique telangiectasique périosté
3 petites cellules rondes
sous-types chondroblastique parostéal cas isolés
a cellules géantes
I . . eps ., conventionnel
gibroblastique bien différencié
de haut grade
pronostic ? trés mauvais en général bon ?
occurrence les plus fréquents 2a10% ? rares

Tableau 3| Principaux types d’Ostéosarcomes
Liste non exhaustive des principaux types d’ostéosarcomes définis selon leur localisation et leur forme mi-
croscopique.
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2.2. Localisation de ’ostéosarcome

Les sites d’apparition de cette tumeur se situent généralement a Pextrémité des os longs
(Figure 11), au niveau des métaphyses, qui correspondent aux zones de croissance des os. En
effet, les localisations diaphysaires représentent moins de 10 % des cas, et les localisations épi-
physaires sont encore plus rares. Ainsi, il touche en grande partie les extrémités des os longs
des membres inférieurs (68%) et des membres supérieurs (10%). Les os plats, courts, et du

crane sont beaucoup moins touchés, respectivement 3%, 1 % et 9 %.

Clavicules
3% Cotes
Sternum Omoplates et
membres
supérieurs
os long
10 %

1%
5%

Membres
inférieurs
os long
68 %

1%

Figure 11| Fréquence de localisation des ostéosarcomes
L’ostéosarcome se développe préférentiellement sur les os en croissance, en particulier au niveau des
régions métaphysaires des os longs.

Toutefois, des cas d’ostéosarcomes ont été rapportés pour tous les os du squelette,
méme pour les os sésamoides’ [70]. En fonction de leur localisation au sein du tissu osseux, les
ostéosarcomes peuvent étre classés en différents groupes (Tableau 3) :

. les ostéosarcomes de surface (juxtacorticaux)
. les ostéosarcomes intracorticaux, extrémement rares, seules des observations iso-

lées sont rapportées,

'. Petits os situés prés des tendons ou des articulations

-28-



. les ostéosarcomes intramédullaires ou centraux, les plus fréquents, ils regroupent
différentes variantes histologiques qui, a 'exception de la forme dite «bien différen-

ciée intramédullaire», sont toutes de haute malignité.

Enfin, ostéosarcome est capable de métastaser avec comme site préférentiel les pou-
mons. Néanmoins, des cas de métastases osseuses et hépatiques ont déja été mis en évidence

dans cette pathologie.

2.3. Etiologie

Bien que T'origine cellulaire des ostéosarcomes semble connue, il existe néanmoins tres
peu de connaissances sur les causes et les facteurs induisant le développement des ostéosar-
comes. Plusieurs hypotheses sur les causes et les facteurs de prédispositions ont été émises a
partir d’observations expérimentales ou cliniques : d’une part les hypothéses reposant sur la
relation entre la croissance et 'ostéosarcome, d’autre part celles portant sur le développement
de l'ostéosarcome suite a une précédente pathologie et enfin celles sur les anomalies cytogéné-

tiques ou épigénétiques.

2.3.1. Croissance et ostéosarcome

I’age de survenue au moment de la poussée de croissance pubertaire, la localisation
préférentielle de ces tumeurs, ainsi qu’une incidence élevée de 'ostéosarcome chez les individus

de grande taille suggerent une forte corrélation entre croissance osseuse et ostéosarcome [70].

2.3.2. Pathologie prédisposant au développement des ostéosarcomes

Des prédispositions au développement des ostéosarcomes semblent exister chez des
patients atteints de syndromes impactant le remodelage osseux, ou ayant subi une radiothéra-
pie. Parmi ces pathologies, beaucoup sont a tendance pédiatrique ou congénitale telle que le
rétinoblastome [73], les tumeurs a cellules géantes [74,75], la dysplasie fibreuse des os [76] et les
syndromes de Li-Fraumeni [77] ou de Rothmund-Thomson [78] (Tableau 4). Chez les adultes,
la maladie de Paget est également associée a un risque accru de développer un ostéosarcome

[79]. Par ailleurs, aucune prédisposition génétique familiale n’a été mise en évidence a ce jour.
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2.3.3. Ostéosarcomes et anomalies cellulaires

Actuellement aucune anomalie moléculaire (génétique) spécifique n’est associée au dia-
gnostic de I'ostéosarcome contrairement a d’autres cancers comme le sarcome d’Ewing, qui

correspond a une recombinaison chromosomique [80].

En effet, Panalyse des caryotypes de ces tumeurs révele une grande complexité et hété-
rogénéité dans les altérations génétiques pouvant toucher I'ostéosarcome, comme des duplica-
tions ou des réarrangements chromosomiques. Cependant, bien quaucun profil type n’ait pu
étre établi, des altérations récurrentes touchent des genes impliqués notamment dans le con-

trole du cycle cellulaire (phase G1-S en particulier)[81].

Parmi ces altérations, les plus courantes touchent les loci des genes TP53 (50% des cas)
et RB1 (70% des cas)[82,83]. D’autres genes sont également touchés dans une moindre mesure,
C’est le cas des genes MDM2 (Murine Double Minute 2) et CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase
4) qui sont amplifiés, et qui accélerent ainsi la transition G1-S. Enfin, un certain nombre de
« proto-oncongenes » peuvent étre surexprimés comme les génes c-Myc (85% des ostéosar-
comes), AP-1 (70%) et c-Kit (80%) [84,85]. L’ensemble de ces dégénérations conduit a des
modifications des capacités prolifératives et de différenciation des cellules tumorales. De facon
générale, la présence de ces différentes altérations, comme celle de TP53 [80], est corrélée avec

Pagressivité des tumeurs et la survie des patients.

En plus des altérations chromosomiques et cytogénétiques, de nombreuses modifica-
tions épigénétiques ont été observées dans 'ostéosarcome [82,87]. Ces modifications sont prin-
cipalement des hyper- ou hypo-méthylations des promoteurs de genes impliqués dans des pro-

cessus tels que la prolifération, 'apoptose, la différenciation ou le cycle cellulaire.

Pour résumé, ostéosarcome ne résulte pas d’une anomalie génétique particulicre, mais

est la conséquence d’une multitude de facteurs qui restent encore a préciser.

2.4. Manifestation et diagnostic clinique

Le diagnostic de ces tumeurs est relativement difficile puisqu’il s’agit de tumeurs en
profondeur dont le principal signe d’appel clinique sera la douleur d’intensité et de fréquence
variable (au niveau du site tumoral et des articulations voisines). L’intensification de la douleur

amenera le patient a consulter, mais cette douleur sera souvent attribuée (a tort) par le patient
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(ou le médecin) a un traumatisme mineur. Néanmoins, la perception d’une masse sensible a la
palpation ou d’'une géne dans le mouvement permet de favoriser le diagnostic. Par ailleurs, des
signes inflammatoires cutanés et une stase veineuse sont visibles a un stade avancé de la mala-
die. Le délai entre l'apparition des premiers symptomes et la consultation médicale est en
moyenne de 6 semaines, celle-ci ne permet d’établir le diagnostic que dans un tiers (1/3) des cas

[88].

En effet, le véritable diagnostic repose essentiellement sur les techniques d’imagerie
(radiographie, Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), scintigraphie) qui permettent de
mettre en évidence la présence de liaisons tumorales et de les identifier (Figure 12). A ce ni-
veau la radiographie conventionnelle offre la possibilité de révéler les liaisons ostéoconden-
santes ou ostéolytiques et permet d’évaluer leurs gravités. Sur ces clichés, 'ostéosarcome pré-
sente généralement un aspect typique dit en feu d’herbe (Figure 12). Apres quoi, la réalisation
d’une scintigraphie osseuse au technétium 99 permet de rechercher la présence de lésions mul-
tiples notamment pour écarter le risque de métastases. Enfin, 'utilisation de I'imagerie par ré-
sonance magnétique (IRM) et de la tomodensitométrie (TDM) permet de déterminer la nature
« précise » de la tumeur, son extension locale au niveau des différents tissus, et la présence de
métastases pulmonaires ou osseuses. A noter qu’au moment du diagnostic, 15 a 20 % des pa-

tients présentent un développement métastatique détectable par imagerie [89,90].

Figure 12| L’ostéosarcome en imagerie médicale
Radiologie conventionnelle peu informative (A) et coupe transversale d’'une IRM (B) d’un ostéosarcome
radique claviculaire. Aspect typique en feu d’herbe d’un ostéosarcome du genou (C).
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Néanmoins, le tableau clinique et les données d’imagerie ne sont pas suffisants pour
identifier le phénotype de la tumeur. C’est pourquoi la réalisation d’'un examen histologique,

apres biopsie, est indispensable pour identifier le phénotype de ces tumeurs (nature et grade).

D’autres marqueurs, notamment sériques, pourront étre utilisés pour confirmer ou pré-
ciser le diagnostic. Par exemple, le taux de phosphatase alcaline sérique est augmenté en raison
de Pactivité ostéoblastique de la tumeur. Ce marqueur n’est cependant pas toujours corrélé au
taux mesuré dans celle-ci. Néanmoins, apres exérese, le taux de PAL doit chuter pour revenir a
la normale, dans le cas contraire sa persistance traduira une excision incompléete ou la présence

de métastases.

2.5. Prise en charge de 'ostéosarcome

La prise en charge thérapeutique des ostéosarcomes a énormément évolué au cours des
derniéres décennies. En effet jusquaux années 70, le traitement des ostéosarcomes était pure-
ment local et consistait en une amputation chirurgicale du membre touché [91]. Ce traitement
de la tumeur primitive, bien que radical, avait pour effet d’augmenter la survenue de métastases
chez les patients dans 80 % des cas. L’apparition de ces métastases, quelques semaines ou mois
apres Pamputation, conduisait a une forte mortalité. Ainsi, la survie a 5 ans était seulement de

12 % et trois patients sur quatre décédaient dans les deux ans.

Au cours des dernieres décennies, les progres des techniques de chirurgie conservatrice
ainsi que le développement de chimiothérapie néo-adjuvante a permis d’améliorer efficacement

la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome.

A Theure actuelle, la prise en charge de l'ostéosarcome est multidisciplinaire et
s’effectue généralement en trois étapes. La premicre consiste en une chimiothérapie néo-
adjuvante d’une durée de trois mois. Cette phase qui précéde I'acte chirurgical a un double ob-
jectif : diminuer la taille de la tumeur primitive afin d’en faciliter la chirurgie d’une part, et éva-
luer la réponse histologique de la pi¢ce opératoire a la chimiothérapie afin d’ajuster la chimio-
thérapie d’autre part (Figure 13). Suite a cela, la résection chirurgicale de la tumeur est réalisée
en conservant des marges d’exérese plus ou moins importantes en fonction du cloisonnement
de la tumeur. Ainsi la conservation du membre est possible dans 90 % des cas, néanmoins
Pamputation reste la seule solution lorsque la tumeur est trop volumineuse, hors d’atteinte ou

qu’elle envahit les tissus mous avoisinants. La prise en charge se termine par une chimiothéra-
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pie adjuvante post-opératoire de six mois. Cette dernicre sera identique a celle administrée en
traitement néo-adjuvant seulement si le patient est « bon répondeur », c’est-a-dire qu’au moins
90 a 95 % de nécrose est observée sur la piece de résection [92]. Dans le cas contraire, le pa-
tient recevra une autre chimiothérapie associée dans de rares cas a de la radiothérapie afin d’en
augmenter les effets. En effet, la radiothérapie n’est pas utilisée en routine dans le traitement de
l'ostéosarcome car celui-ci y est tres peu sensible [66]. Néanmoins, elle est utilisée lorsque la

tumeur ne peut étre totalement excisée ou en présence de métastases osseuses multiples.

Figure 13| Evaluation du nombre de cellules tumorales nécrotiques sur une piéce de résec-
tion

En France, plusieurs agents de chimiothérapie sont couramment utilisés dans le traite-

ment de cette pathologie (Tableau 5)[92-94] : le méthotrexate, la doxorubicine, le cisplatine, et

lifosfamide. Afin d’augmenter le taux de réponse des tumeurs aux agents de chimiothérapie,

ces molécules sont dans la majorité des cas associées sous forme de poly-chimiothérapie. La

combinaison de ces différentes molécules, leurs doses et la fréquence des injections dépendent

de I’age du patient et des données histologiques de la biopsie.

Ainsi, cette nouvelle approche thérapeutique a permis d’améliorer grandement la prise
en charge et le pronostic des patients [95]. Actuellement, la survie a 5 ans est évaluée a environ
70%, mais chute énormément chez les patients a haut risque. En effet, les patients présentant
des métastases au moment du diagnostic ou bien mauvais répondeurs aux chimiothérapies
voient leur survie diminuer a 30 % dans les 5 ans suivant le diagnostic. Malgré ces chiffres en-
courageants, d’énormes progres restent a faire, puisque les traitements chimiothérapeutiques
restent encore relativement toxiques, lourds et mal supportés par les patients. De plus, de
nombreux ostéosarcomes restent peu sensibles voir insensibles a ces traitements. C’est pout-
quoi il est nécessaire de développer de nouvelles cibles thérapeutiques en améliorant les con-

naissances sur les mécanismes moléculaires inhérents au développement des ostéosarcomes.
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Doses et Adjuvants

Drogue Mécanisme d’action )
(Hatfinger et al, 2010)
’ . o . Efficacité a doses élevées
¥ Agent cytotoxique anti-métabolite .
. . ) (12 g/m*/cycle) : Dose cumulative =
) v Inhibiteur de la dihydrofolate réductase .
Methotréxate . . 45 a 168 gm”
(enzyme clé de la synthese de la . ) . .
(MTX) . . . o Administration d’acide folinique
thymidine) et d’enzymes impliqueées dans i
. . {antidote du MTX) (Blackwell et al,
la synthése des purines . .
1995) + hyperhydratation alcaline
¥ Agent cytotoxique
Doxorubicine | | ¥ Agent infercalant . -
. . . . ) 60 a 20 mg/m~/cure ; Dose
Adramycine ¥ Inhibiteur des topo-isomérases de type II . ) .
. . cumulative = 240 a 480 mg/m~
(DOX | AD) (enzymes impliquées dans le
desenrculement de 'ADN)
. 100 a 120 mg/m~/cure ; Dose
. . ¥ Agent cytotoxique alkylant ) ) -
Cisplatine . ) ) . cumulafive = 480 a 600 mg/m”
v Formation de « ponts inter et intrabrins » o .
(CF) ] Admimistrahon d'une
dans les chaines d’ADN ) )
hyperhydratation saline
¥ Agent cytotoxique alkylant, ne dépend pas 6 a 14 g/m™jcure ; Dose cinmulative
) du cycle cellulaire =30a69gm”
Ifosfamide (IFO) ) ) ) ) L ) .
¥ Formation de ponts inter-brin et intra- Administration conjointe de MESNA

brin en se fixant sur le N7 des gnanines.

+ hyperhydratation

Tableau 5| Principaux agents de chimiothérapie utilisés dans le traitement des ostéosar-

comes

Drapres la these de Bérengere Gobin (these du laboratoire)

Parmi les pistes envisagées ou les molécules en phase d’essai clinique, plusieurs sont

dirigées directement contre les fonctions des cellules tumorales (prolifération, apoptose) ou

bien envers le microenvironnement tumoral [91,96] (Figure 14). En effet, une des spécificités

du développement de 'ostéosarcome, et des autres tumeurs osseuses primitives, est I’existence

d’un cercle « vicieux » entre les cellules tumorales et le remodelage osseux.
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Phase préclinique

——— Phase|
—— Phasell
mAb anti-IGF1R RexinG
S —— Phasellll
Dinaciclib

Inhibitors: SHH, Phase | ou Il chez I'adulte

AURORA-A

S Hoac Sychnci * Endiscussion
PDGFR CDK4/6
i Rb, p53

Multi targeted: IGF1R )

Cediranib een SHH/GLI PLK1

Pazopanib ckit Sl

. IGFR, AKT » : Bcl-2
st c suramine
ini PDGFR / telomerase
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Figure 14| Principales cibles thérapeutiques de ostéosarcome en fonction des capacités
tumorales
Récapitulatif des différents essais cliniques en cours dans 'ostéosarcome (en orange : phase I, en bleu : phase
IL, en vert : phase III et en noir : phase I et IT uniquement chez I’adulte). D’apres Nadeége Corradini (CHU de
Nantes, UMR957).
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3. Nouvelles approches thérapeutiques de l'ostéosarcome : cibler le

cercle « vicieux »

La cible des nouvelles approches thérapeutiques est principalement la cellule tumorale.
Néanmoins, depuis quelques années, il est clairement établi que le caractere invasif d’une tu-
meur n’est pas lié uniquement a son génotype, mais que celui-ci est li¢ a un ensemble constitué
par la tumeur elle-méme et son micro-environnement. En effet, le micro-environnement tumo-
ral contribue a la progression des tumeurs par Papport de nombreux facteurs (facteur de crois-
sance, nutriments, etc.) nécessaires a la survie et a la prolifération de la cellule tumorale. De
plus, l'interaction entre la cellule tumorale et les cellules du micro-environnement module ses
capacités de développement. La théorie du « seed and soil », c'est-a-dire de la graine et du sol,
établit par Paget dans les années 1889 conduit a définir la notion de « niche tumorale » qui se-
rait un environnement propice au développement des cellules tumorales et au maintien d’un
pool de cellules souches cancéreuses. Dans cette niche, la cellule tumorale détourne I'immunité

locale, la vascularisation et de nombreux facteurs a son profit.

Cette notion est particuliecrement vraie dans le cas des tumeurs osseuses primitives ou
un cercle « vicieux » se met en place entre les cellules du remodelage osseux (ostéoblastes et
ostéoclastes notamment), les cellules tumorales et les cellules immunitaires (Figure 15) [97].
En effet dans 'environnement osseux, il est établi que les cellules tumorales, en plus de détour-
ner Pimmunité locale et 'angiogenése, entrainent une dérégulation de I'activité des cellules os-
seuses en sécrétant de nombreux facteurs qui activent directement les ostéoclastes (comme le
TNFa, PIL-6, 'IL-1), mais également des facteurs ostéoblastiques (BMPs, IGFs, Wnts, etc.) qui
activent indirectement les ostéoclastes en favorisant la production de RANKL par les ostéo-
blastes. I ’activation des ostéoclastes conduit alors a la résorption de la matrice osseuse, ce qui
libere des facteurs protumoraux (IGF-1, TGF-8, etc.), qui vont eux-mémes activer la proliféra-
tion tumorale, relancant le cercle vicieux. Dans cet environnement, les cellules immunitaires en

maintenant une inflammation contribuent également au maintien de ce cercle vicieux.

Par ailleurs, les ostéosarcomes étant de type ostéoblastique, une surexpression de
RANKL est souvent décrite dans ces derniers, expliquant ainsi les lésions ostéolytiques et la

formation osseuse anarchique observées.
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(lymphocytes et monocytes)

cellules souches mésenchymateuses
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réseau vasculaire
(cellules endothéliales, etc.)

cellules
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'° 0o cytokines, facteurs de croissance,
composants de la matrice extracellulaire, etc.

Figure 15| Le cercle vicieux

Les cellules tumorales sécretent des facteurs pro-ostéoclastiques dont des cytokines qui vont activer directe-
ment ou indirectement les ostéoclastes. En retour, la dégradation de la matrice osseuse libére des facteurs
pro-tumoraux (facteurs de croissance, calcium...) qui induisent la prolifération tumorale. Ces déséquilibres
participent également a 'implication des cellules immunitaires et des ostéoblastes sains dans ce cercle. Adapté
de Heymann D et @/, 2011 [97].
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ITI- Signalisation RANK/RANKL/OPG

Comme introduit précédemment, le remodelage osseux est un processus complexe
faisant intervenir de nombreux partenaires cellulaires et moléculaires afin de maintenir
I’homéostasie osseuse. Parmi ces facteurs, la triade RANK/RANKI./OPG semble étre la voie
principale de régulation du remodelage osseux. Cette triade découverte il y a deux décennies, a
été depuis largement caractérisée a I'aide de modeles animaux transgéniques. RANKL appar-
tient a la superfamille du TNFa (Tumor Necrosis Factor) qui se compose de plus de 40
membres chacun associé a autant de récepteurs membranaires ou solubles. RANKL se lie 2 un
récepteur membranaire nommée RANK, membre de la superfamille des récepteurs du TNF.
Les interactions entre RANKL et RANK, qui sont modulées par un récepteur leurre pour
RANKL appelé OPG (pour ostéoprotégérine), conduisent a une transduction de signal intra-
cellulaire spécifique via de nombreuses voies de signalisation et peuvent impacter la plupart des

processus cellulaires.

1. Les membres de la triade RANK/RANKI./OPG

1.1. RANKL

1.1.1. Généralités et structure

RANKL [98] a été découvert par plusieurs équipes simultanément et a été nommé al-
ternativement TRANCE [99], OPGL [47], et ODF [100]. Bien que RANKL soit le nom com-

munément utilisé pour cette cytokine, sa nomenclature officielle est le TNFSF11.

Le gene codant RANKL humain est situé sur le chromosome 13 en 13q14 et le gene
murin est placé sur le chromosome 14. Le produit de ce gene est une protéine homotrimérique
membranaire de type 2 qui ne possede pas de peptide signal [101]. Cette protéine partage une
homologie de 30 % avec le cluster de différenciation 40 (CD40) et le TNF related apoptosis
inducing ligand (TRAIL), et d’environ 20 % avec FAS-Ligand [99]. Que ce soit chez la souris
ou chez ’homme, RANKL existe sous trois isoformes issues d’un épissage alternatif (Figure

16) [102,103].
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Figure 16| Structures des trois isoformes de RANKL
RANKIL1 et RANKIL2 possédent tous deux un domaine intracellulaire (ID), un domaine transmembranaire
(TM) et un domaine extracellulaire (ED). RANKIL3 est une forme soluble qui ne posséde pas de domaine
transmembranaire et intracellulaire. D’apres Theoleyre et @/, 2004 [110].

Parmi ces isoformes, RANKLI] code pour une protéine transmembranaire de 317
acides aminés chez ’homme, et 316 chez la souris, possédant un domaine intracytoplasmique
complet et un ectodomaine extracellulaire. II s’agit de la forme longue de RANKIL. La seconde
isoforme, RANKI2, est une forme plus courte de RANKIL1 qui posséde un domaine extracel-
lulaire réduit chez la souris, et qui en est dépourvue chez ’homme. Ainsi, cette protéine fait
respectivement 287 Acides aminés (Aa) chez la souris, et 270 Aa chez 'homme. Enfin,
RANKIL3 est une forme soluble intracellulaire et monomérique de RANKIL comptant 199 Aa
chez la souris, et 244 Aa chez ’homme. Cette forme n’est pas sécrétée et est réduite dans sa
partie N-terminale des acides aminés codant pour les domaines intracytoplasmique et trans-

membranaire de RANKIL.

Les formes membranaires de RANKL peuvent étre libérées dans le milieu extracellu-
laire suite a leurs clivages par différentes protéases comme la TNF alpha converting enzyme
(TACE) [104] ou encore par ADAM-10, MMP-7 et MMP-14 [105,106]. La forme soluble a une
taille d’environ 32 kilodaltons (kDa) comparée aux formes membranaires qui ont une taille

comprise entre 40 et 45 kDa [107].
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1.1.2. Expression

RANKL est exprimé dans une large variété de tissus a des taux variables tels que le
cerveau, la peau, lintestin, les muscles squelettiques, le foie, le rein, les poumons et le tissu
mammaire. Toutefois, il Pest plus fortement dans le tissu osseux [47,100,108], les organes lym-
phoides et le systeme vasculaire [109]. De ce fait, RANKL est exprimé par de nombreuses cel-
lules incluant les ostéoblastes, les chondrocytes, les cellules stromales de la moelle, les lympho-
cytes T et B activés, les cellules épithéliales mammaires et les fibroblastes[99-101,109-111]. 1
est notable qu’au sein de la lignée ostéoblastique, RANKL est plus fortement exprimé par les
cellules bordantes que par l'ostéoblaste mature. Par ailleurs, RANKL est exprimé dans de
nombreuses lignées comme des lignées de cellules stromales (ST2S, MC3T3-El), ou
d’ostéosarcomes (UMR-106, SaOS2, U20S) [108].

L’expression de RANKL peut étre controlée par de nombreux facteurs qui peuvent

stimuler son expression, c’est le cas de la vitamine D3, de 'IL-1, de I'[L-6, de I'IL-11, du TNF-
o, de 'oncostatine M, de la PTH et de la prostaglandine E2 [19,101,110,112,113]. A I'opposé,

d’autres facteurs peuvent inhiber son expression comme par exemple le TGF-f et I'IL-13

[107,113].

1.2. RANK

1.2.1. Généralités et structure

RANK (Receptor activator of nuclear factor kappa-B) ou TNFRSF11A, selon la no-
menclature officielle est le récepteur de signalisation de RANKIL. Ce récepteur qui appartient a
la famille des récepteurs au TNF possede environ 40% d’homologie avec CDA40, et est codé par
le gene TNFRSF11A situé sur le chromosome humain n°18 (chromosome 1 chez la sou-
ris)[114]. Chez 'homme, ce gene code pour une protéine transmembranaire de type I consti-
tuée de 616 acides aminés et qui possede un peptide signal (Figure 17). RANK qui est exprimé
a la membrane sous forme trimérique possede un large domaine intra-cytoplasmique en C-
terminale ainsi qu’'un domaine extracellulaire en N-terminale. Ce domaine extracellulaire con-
tient 4 sites riches en cystéine et 2 sites de N-glycosylation [98,115] qui sont impliqués dans
I'interaction avec RANKL et dans la trimérisation du récepteur [116,117]. Par ailleurs, une
forme soluble de RANK a déja été détectée dans des surnageants de cellules activées par

RANKIL, mais le réle de cette sécrétion reste pour ’heure inconnue [118]. Enfin, récemment
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un nouveau variant murin de RANK issu d’un splicing alternatif a été découvert dans les cel-
lules myélomonocytaires RAW264.7. Ce variant correspondant a une forme largement cyto-
plasmique est parfois retrouvé a la membrane. Cette forme est capable de réguler négativement

P'ostéoclastogenese [119].
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Figure 17| Structure du récepteur RANK
RANK possede un domaine extracellulaire (ED) contenant un peptide signal, un domaine transmembra-
naire (TM), ainsi qu’un large domaine intracellulaire (ID). D’apres Theoleyre et co/l., 2004 [110].

1.2.2. Expression

L’expression de RANK a été détectée dans de nombreux tissus comme le thymus, le
colon, les glandes mammaires, le foie, la prostate, le cerveau, la peau et de fagon plus significa-
tive dans l'os [114,120-123]. Au niveau cellulaire, RANK est fortement induit dans les ostéo-
clastes en présence de M-CSF [124]. Il est également exprimé par les lymphocytes T et les cel-
lules dendritiques. Par ailleurs, son expression a déja été détectée au niveau des lymphocytes B

[125]]124], des cellules épithéliales et des fibroblastes.

D’une manicre générale, 'expression de RANK est trés peu modulée par des facteurs
exogenes. Son expression peut étre induite par le CD40-Ligand sur les cellules dendritiques, et
par 'engagement du récepteur aux cellules T (TCR) associée au TGF-f et a 'IL-4 sur les lym-
phocytes T. Par contre, expression de RANK sur les cellules de la lignée ostéoclastique ne

semble pas étre régulée par les principaux agents ostéotropiques [110].
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1.3. LOPG

1.3.1. Généralités et structures

1OPG, ou selon la nomenclature officielle TNFRSF11B, a été initialement nommé de
plusieurs facons suite a sa découverte simultanée par des équipes indépendantes : OCIF, TR-1
et FDCR-1 [60,100]. Tout comme RANK, il s’agit d’un récepteur de la superfamille des récep-
teurs au TNF qui différe néanmoins des autres membres de cette famille par 'absence d’un
domaine transmembranaire. I’OPG est ainsi un récepteur soluble ayant la capacité de se lier a
différents ligands incluant RANKL et TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) [126—
128]. A noter que la fixation d’OPG a TRAIL inhibe I’effet apoptotique de TRAIL qui en re-
tour bloque Plactivité anti-ostéoclastique de TOPG. Ainsi, pour se protéger de 'apoptose, cer-

taines tumeurs seront capables de détourner ce mécanisme a leur faveur.

Le géene codant 'OPG est situé chez ’homme sur le chromosome 8 (en 8q24)[129]
alors qu’il est situé sur le chromosome 15 de la souris. Chez 'homme, ce géne code pour une
glycoprotéine de 401 acides aminés qui posseéde un peptide signal (de 21 acides aminés) clivé
lors de son adressage [114]. I’OPG qui ne contient pas de domaine intramembranaire ni de
domaine cytoplasmique est produit exclusivement sous forme d’une protéine extracellulaire
soluble. Ainsi, la protéine mature comporte 380 acides aminés, posséde une partie N-terminale
contenant 4 motifs riches en cystéine (D1-D4) permettant d’induire I'inhibition de

l'ostéoclastogencese (Figure 18).

';?D:lgjle . . . Région homologue au Domaine de
g Domaines riches en cystéine domaine de mort liaison a
21 AA Gluz - Sertes Phe2® _ Val 1 I'héparine
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D l Formation dimére
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Dimére d'OPG sécrété

>~
L 4

Figure 18| Structure de POPG
D’aprés Holen et Shipman, 2006 [128]
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Son extrémité C-terminale contient quant a elle, deux domaines de mort (D5 et D6,
death domain homologous) fonctionnels [129], mais dont la fonction n’est actuellement pas
connue pour 'OPG, et un domaine de liaison a ’héparine (D7). Enfin, dans cette partie C-
terminale se trouve également un résidu cystéine (Cys400) nécessaire a son homodimérisation.
En effet, bien que 'OPG soit synthétisé sous forme monomérique, cette molécule se dimérise
via des ponts disulfures afin d’étre sécrétée sous forme de protéine homodimérique (110 a 120

kDa) présentant ainsi 4 a 5 sites de N-glycosylation [101].

1.3.2. Expression

I’OPG est une molécule ubiquitaire présente dans de nombreux tissus comme le tissu
osseux, le foie, le cceur, les reins, les glandes mammaires, le placenta et le cerveau
[60,100,109,130]. Physiologiquement, FOPG est sécrétée en quantité plus importante par plu-
sieurs cellules dérivées de la moelle osseuse, dont les ostéoblastes [131], et les cellules stromales
[132]. Cependant, FOPG est également exprimé dans les cellules endothéliales, les lymphocytes

B et les cellules dendritiques [125].

L’expression et la sécrétion d’OPG par les cellules stromales et les ostéoblastes sont
modulées par de nombreux facteurs de régulation métabolique. I.’IL1, le TNFa, le TGEB, les
cestrogenes augmentent son expression [110,133,134] alors que le PTH, la PGE2, les glucocor-
ticoides et la 1,25dihydroxyvitamine D3 la diminuent [110,132,135-138].
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2. Mutations de RANK/RANKI./OPG en pathologie humaine

Plusieurs mutations des membres de la triade RANK/RANKL/OPG ont été signalées
en pathologie humaine et associées a des pathologies osseuses (Tableau 6). Ainsi, les modifi-
cations génétiques (délétion ou transversion) de RANKL conduiront a Papparition d’une os-
téopétrose autosomique récessive (MIM : 259710) [139], alors que les altérations génétiques
(délétion, substitution) d’OPG conduiront a une maladie juvénile de Paget (MIM:
239000)[140-143]. Quant aux altérations de RANK, plus nombreuses et variées, elles pourront
étre classées en deux catégories en fonction de leurs impacts sur la fonction de RANK. Des
mutations par perte de fonction produisant une forme d’ostéopétrose sévére ou maligne avec
un nombre réduit d’ostéoclastes (MIM : 612301) [144], alors que les mutations par gain de
fonction vont conduire a des pathologies comme lostéolyse expansive familiale (MIM :
174810) [145-148] ou la maladie de Paget a initiation précoce (MIM : 602080) [145,149,150].
Dans ces pathologies a gain de fonction, la mutation altere le peptide signal de RANK. En
effet, ’ensemble de ces mutations (insertion, duplication) touche I'exon 1 qui correspond a la
région contenant le peptide signal de RANK. Ainsi, ces altérations sont a I'origine d’une accu-
mulation intracellulaire d’un peptide anormal qui perturbe le mécanisme normal de régulation

du métabolisme osseux au niveau de 'ostéoclastogenese.
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3. Fonction physiologique de 'axe RANK/RANKIL/OPG

Les fonctions physiologiques de la triade RANK/RANKL/OPG ont été largement
caractérisées par lutilisation, pour chaque membre, de modecles de souris transgéniques ou
invalidées (Tableau 7). En effet, ces mode¢les présentent tous des troubles plus ou moins im-
portants du remodelage osseux (ostéoporose ou ostéopétrose) associés a une absence ou a une
suractivation des ostéoclastes. Ces troubles peuvent étre compensés dans les soutis knock-out
par la protéine recombinante correspondante. Ainsi, I'utilisation de ces modeles a permis de

mettre en évidence le role essentiel de cette signalisation dans le remodelage osseux. Par ail-

leurs, ces modéles murins ont permis de soulever I'importance de cette signalisation dans
d’autres processus comme le développement des glandes mammaires, la maturation des cellules

immunitaires ou encore le controle de la calcification vasculaire.

Observations Conclusions Références

absence totale d’ostéoclaste fonctionnel : ostéopétrose et absence

d'éruption dentaire

retard de croissance

- activation des ostéoclastes
hématopoiése compensatoire extra médullaire - prolifération des cellules épithéliales | (Kong et al. 1999)
RANKL — — mammaires (Tata et al. 2000)
mauvais développement des structures lobulo-alvéolaires des glandes | matusation des lymphocytes T et des (Kim et al. 2000)

chondrocytes

mammaires (mort des nouveaux-nés)

absence de maturation des lymphocytes T

hypertrophie des chondrocytes

absence totale d’ostéoclaste fonctionnel : ostéopétrose et absence o L i
- différenciation des ostéoclastes

TARTE d'éruption dentaire (J- Li et al. 2000)
absence de ganglions lymphatiques : défaut de maturation des - dévdoppement des ganglions (Dougall et al. 1999)
Iymphocytes T et B ( par contre développement thymique normal) Iymphatiques
diminution de la densité osseuse associée une porosité accrue
' - ' - - 'Iégulaltion da‘ la r?asse osseulsa ( Bucav et al. 1998)
OPG ostéoclastogenése importante : ostéoporose sévere - régulation de l'ostéoclastogenése .

. . . (Mizuno et al. 1998)
- calcification vasculaire

augmentation des calcifications vasculaires

en particulier dans I'aorte et les artéres rénales

Tableau 7| Phénotypes des souris invalidés pour les membres de la triade
RANK/RANKL/OPG
Liste non exhautive des troubles observés chez les souris RANK, RANKL et OPG KO. D’apres le site On-
line Mendelian Inheritance in Man (http://www.omim.org/)
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Au-dela des roles mis en évidence par la génération de ces modeles génétiquement
modifiés, d’autres études récentes mettent en évidence de nouvelles implications de la triade
RANK/RANKL/OPG dans de nombreux processus comme dans : la différenciation des cel-
lules du microfold intestinal [151,152], la régulation de la température corporelle [153,154], la
vascularisation [155], le développement des cellules épithéliales de la glande mammaire [123], la
protection des neurones [156] et la prolifération des cellules B [157,158]. Cependant, dans ce
chapitre, seuls les roles de la signalisation RANK/RANKL qui intéressent de pres le miro-
environnement tumoral seront abordés, c’est-a-direles roles concernant Pimplication de

RANK/RANKL dans le remodelage osseux et dans 'immunité.

3.1. RANK/RANKL et le remodelage osseux

Cest  T'utilisaion de sourls génétiquement modifiées pour la  triade
RANK/RANKL/OPG qui a permis de faire progresser rapidement les connaissances sur les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ’homéostasie osseuse. En effet, les ob-
servations (phénotypiques) faites chez ces souris (Tableau 7), ainsi que des expériences de
cultures cellulaires, ont permis de mettre en évidence que 'expression de RANKIL, par les cel-
lules stromales et du linéage ostéoblastique, stimule la différenciation [47,100,122,159,160], la
maturation [47,122,161,162] et la survie des ostéoclastes [161] via sa fixation sur son récepteur
RANK présent a la surface des préostéoclastes [100]. Néanmoins, la présence de M-CSF dans

Ienvironnement cellulaire est requise pour induire les effets biologiques de RANKIL [48].

Concernant la fixation de RANKL a RANK, des études complémentaires ont montré
que RANKL se fixent avec une grande spécificité aux récepteurs RANK présents a la surface
des ostéoclastes, et ce avec une grande affinité (3 nM) [121,163]. Ainsi, la fixation de RANKL a
RANK conduit a son activation et a la transduction d’un signal cellulaire par I'intermédiaire de
différentes protéines adaptatrices de la famille TNF receptor associated factor (TRAF : TRAFG6,
TRAF5 et TRAF2) (Figure 19). En effet, tout comme les autres récepteurs membres de la
superfamille des récepteurs au TNF, RANK est caractérisé par l'absence d'activité tyrosine
kinase et nécessite par conséquent des protéines adaptatrices de la famille TRAF afin de trans-
mettre un signal cellulaire. Ainsi, le domaine intracellulaire de RANK posséde deux sites de
liaison a TRAF qui sont capables d'interagir avec TRAF-2, -3, -5 et -6 [164,165]. Cependant,
seule la mutation de TRAFG6 conduit a un phénotype ostéopétrotique similaire au phénotype de
souris invalidées pour RANK, soulignant ainsi le réle prédominant de TRAF6, parmi les

membres de la famille TRAF, dans la signalisation associée a RANK [164—169].
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Consécutivement, TRAF6 conduit a 'activation de différentes voies de signalisation,
telles que Src / PLCy, PI3K / Akt / mTOR et MAPK (p38, JNK, ERK1 / 2) qui entrainent la
translocation de facteurs de transcription, tel que NF-kB, c-Fos / c-Jun ou encore MITF [170].
S’ensuit la transcription de nombreux geénes impliqués notamment dans la différenciation des

précurseurs ostéoclastiques et dans l'activation des ostéoclastes matures.

7) OPG
Milieu

extracellulaire

Transducteurs - " -~

du signal

| l | YN
@@ JHEK [paa] [Erk] - !

Régulateurs l | .
T

transcriptionnels
et génes NF-xB NFATeA Cqun .
modulateurs Différenciation, survie et fonction des ostéoclastes

@ @ iMKK—m’j [ um:mi] [ uEKm] .

Figure 19| Signalisation induite par la fixation de RANKL au récepteur RANK
Draprés Baud’huin et a/, 2007 [170].

Par ailleurs, le blocage de RANKL au cours de la croissance par un anticorps bloquant
(IKK22.5) induit un arrét transitoire de la croissance des os longs et du crine ainsi qu’un blo-
cage irréversible de éruption des dents et de leurs développements [171,172]. Ces travaux réa-
lisés en parallele de mes sujets principaux de thése ont fait 'objet des articles précédemment

cités dont je suis co-auteurs, et qui sont fournie en Annexe 4.

A Topposé, I'injection de RANKL soluble a des souris naives induit une hypercalcémie
associée a une ostéoporose sévere [47]. Ces résultats confirment 'importance de RANKL dans

le remodelage osseux et en particulier dans le recrutement des ostéoclastes.
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Plus précisément, c'est le ratio entre le niveau d'expression de RANKL et de son récep-
teur leurre, POPG, qui semble contréler la résorption osseuse. En effet, au sein de ce systeme
IOPG agit comme un récepteur leurre pour RANKIL, ce qui lui permet d’inhiber les interac-
tions entre RANKL et RANK, et de moduler la différenciation, la survie et I’activation des
ostéoclastes [136,173,174]. Chez des souris transgéniques, la surexpression ’OPG conduit au
développement d’une ostéopétrose s’accompagnant dune diminution de nombres
d’ostéoclastes différenciés [60]. Les mémes effets sont observés lors de I'administration paren-
térale OPG recombinant. A Popposé, les souris invalidées pour 'OPG développent une os-
téoporose sévere. De maniere unique parmi les facteurs impliqués dans la régulation du méta-
bolisme osseux, les seules modifications géniques de l'expression d'OPG conduisent dans un

sens a une ostéopétrose, et dans le sens inverse a une ostéoporose.

Néanmoins, la fonction de POPG dans le tissu osseux ne se limite pas a I'inhibition
indirecte de I'activation de l'ostéoclastogenese. En effet, Wittrand et co//. ont montré que 'OPG
pouvait agir directement sur Pactivité de I'ostéoclaste mature en inhibant 'expression de cer-
tains de ces marqueurs comme la cathepsine K et la TRAP [175]. A Popposé, TOPG augmente

Iexpression de la MMP9 par I'ostéoclaste.

Ainsi, Pensemble des études menées sur la triade RANK/RANKI./OPG ont toutes
confirmé le role essentiel de cette derniére dans le maintien et le controle de 'homéostasie os-

seuse a travers le controle de I'ostéoclastogenese.

3.2. RANK/RANKL et immunité

La signalisation RANK/RANKL joue un role majeur dans le systéme immunitaire,
d’une part par son implication dans le développement des organes lymphoides secondaires
[176], en particulier des ganglions lymphatiques [174] et d’autre part par son implication dans la
maturation des cellules épithéliales du thymus nécessaires au développement des lymphocytes
T [177,178]. Par ailleurs, RANKIL est aussi impliqué dans la modulation de la réponse immuni-
taire en induisant la prolifération des lymphocytes T [98] et la survie des cellules dendritiques

[99].
En réalité, les lymphocytes T via expression de RANKL stimulent les cellules dendri-

tiques qui expriment RANK afin d’améliorer leur survie et d’augmenter la réponse mémoire

des lymphocytes T [179]. Par ailleurs, RANK est présent a la membrane cellulaire des mono-
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cytes/macrophages et RANKL agit comme un facteur chimioattractant pour ces cellules [180].
Ainsi dans un environnement tumoral, les macrophages associés aux tumeurs, TAM (tumor
associated macrophages), s’accumulent dans 'environnement et en fonction de leur phénotype
M1 ou M2 contribuent a la prolifération, I'angiogenese ou la dissémination des métastases
[181]. Parmi ces macrophages, RANK est principalement exprimé par le macrophage de type 2,
or de facon intéressante ce dernier est fortement associé au processus angiogénique [182]. Par
ailleurs, I'activation de la signalisation RANK/RANKL au sein du macrophage M2 permet de
moduler la production de chimiokines promouvant la prolifération des lymphocytes T régula-

teurs en faveur d’un environnement immunosuppressif [183].

En résumé, la signalisation RANK/RANKL joue un role important dans 'immunité
via ses implications dans la modulation de la réponse immunitaire (immunotolérance), la matu-
ration des lymphocytes, I'activation des cellules dendritiques, et le développement des organes

lymphoides.
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4. Signalisation RANK/RANKI et cancer

L'expression de RANK/RANKL ne se limite pas aux tissus sains, en effet de nom-
breuses études ont démontré leur expression dans des tissus néoplasiques. Cette large distribu-
tion renforce hypothése de leur implication dans les processus oncogéniques (Tableau 8).
Ainsi, I'implication fonctionnelle de la signalisation RANK/RANKL dans le développement
du cancer a fait I'objet d’une récente revue [[184], en Annexe 4]. Cette implication dans les
processus oncologiques est probablement dépendante des différentes fonctions importantes
que la signalisation RANK/RANKL occupe dans immunité, le remodelage osseux, le déve-

loppement des vaisseaux sanguins, et la prolifération des cellules épithéliales mammaires.

4.1. Implication générale en cancérologie
4.1.1. Données cliniques

Une large variété de cellules de carcinomes™ expriment RANK a des niveaux transcrip-
tionnels ou protéiques tres différents [185-187]. En effet, 89% des carcinomes évalués par
immunomarquage montrent un marquage positif pour RANK, et environ 60 % présentent un

marquage pour 50 % des cellules cancéreuses.

De facon intéressante, I'expression de RANK dans les carcinomes semble étre un mar-
queur de mauvais pronostic comme le témoigne son expression dans le cancer du sein
[187,188]. De plus, Pfitzner et co/l. ont observé qu'une expression élevée de RANK dans les
tumeurs primaires du sein est associée a une forte sensibilité a la chimiothérapie, mais aussi a
un risque plus élevé de rechute et de déces et ce malgré cette forte sensibilité des tumeurs [188].
Par ailleurs, expression de RANK a également été décrite comme étant de mauvais pronostic
chez les patients présentant des métastases osseuses, mais pas chez ceux souffrant de métas-

tases des visceres [189)].

2 . , B . . s J3r .
Carcinome : cancer développé a partir de tissu épithélial (ex. : cancer du sein, de la peau)
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Tumeurs exprimant

Tumeurs exprimant

thyroide

RANK RANKL
(Références) (Références)
Cancer de la vessie [186] -
Cancer du sein [185-188,190,191] [192-195]
Cancer du col de ’utérus [186,196] [196]
Chondrosarcome [197] [197,198]
Cancer colorectal [186] -
Tumeur endométriale [186] -
Tumeur de I’cesophage [186,199] -
Tumeu,r a cellules [200] [198.200,201]
geantes
Hépato carcinome [186,202] [202,203]
Cancer du poumon [186,204] [204]
Lymphome [186,205] [206,207]
Mélanome [191,208] -
Myélome [209] [209,210]
Neuroblastome [186] [211]
Carcinome épidermoide [212] [212]
oral
Ostéosarcome [198,213] [198,213,214]
Cancer de la prostate [186,191,215] [216]
Cancer du rein [217] [217]
Tumeur du thymus [186] -
Adénocarcinome de la [186.218] [218]

Tableau 8| Expression de RANK et RANKL dans les cancers

Liste non exhaustive des articles faisant état d’une expression de RANK ou de RANKL dans les cancers.
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De facon similaire, les sarcomes” expriment RANK (de 1% a 69% en fonction des
séries) et leur expression est corrélée avec les parametres cliniques [213,219,220]. Trieb et co/l.
ont décrit une corrélation inverse entre expression de RANK et le taux de survie global de
patients atteints d’ostéosarcome, mais n’ont pas observé de corrélation avec la réponse a la
chimiothérapie [219]. Ces auteurs ont également observé un faible taux de survie global ainsi
qu’une faible proportion de patients exempts d’autres maladies lorsque les tumeurs expriment
RANK. Bago-Horvath et w/l. ont révélé que I'expression de RANKL est beaucoup plus fré-
quente dans les ostéosarcomes des extrémités inférieures que dans ceux provenant d’une autre
localisation [220]. De plus, ils n’ont pas trouvé de corrélation significative entre 'expression de
RANKL et les parametres cliniques. Cependant, ils ont établi que 'expression de RANK cons-
titue un facteur de pronostic négatif en ce qui concerne la survie sans maladie, confirmant les

données obtenues par Trieb et co/l. [219)].

De facon intéressante, en 2012, Papanastasiou et cv/. ont identifi¢é une nouvelle iso-
forme de RANK (nommée RANK-c) qui est générée par épissage alternatif [221]. Cette iso-
forme est exprimée dans certains échantillons de cancer du sein et est corrélée de facon inverse
au grade histologique de la tumeur. RANK-c est capable d’inhiber la motilité cellulaire et la

migration des cellules du cancer du sein en interférant avec la signalisation RANK [221].

En ce qui concerne les implications cliniques de RANKI, malgré plusieurs études,
aucune donnée n’a été corrélée a I'expression de RANKIL par les cellules tumorales que ce soit
dans les carcinomes ou dans les sarcomes [188,220]. Cependant, dans une série de 40 patients,
Lee et coll. ont montré que l'expression de RANKL ¢était liée a une mauvaise réponse a la chi-

miothérapie préopératoire et a un faible taux de survie [214].

4.1.2. Effet direct de la signalisaion RANK/RANKL sur les cellules tumorales et
roles de PTOPG

Sur la base de I'expression de RANK par les cellules tumorales, ces dernicres peuvent
étre la cible de RANKL. En effet, la fonctionnalité de 'expression de RANK, présent au ni-
veau des membranes cellulaires de ces cellules, a été démontrée par sa capacité a se lier a

RANKL et a induire les voies de signalisation intracellulaire spécifiques a Iinteraction entre

3 . . . .
Sarcome : tumeurs issues des tissus conjonctifs (ex. : tumeurs osseuses)
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RANK et RANKIL. Cette activation des voies de signalisation permet d’expliquer les fonctions

variées que peuvent détourner les tumeurs.

Ainsi, le RANKL qui stimule les cellules tumorales peut provenir soit de la cellule tu-
morale elle-méme, soit de I'expression de RANKL par d’autres cellules de I'environnement.
RANKL exercera ainsi, par I'intermédiaire de RANK] soit une action autocrine, soit une action
paracrine ce qui contribue a établir un environnement fertile nécessaire au maintien et a la pro-

lifération des cellules tumorales.

Cependant, linteraction entre RANK et RANKL est aussi fortement controlée par
IOPG (pouvant étre exprimé par la cellule tumorale), qui tout comme RANKL est régulé par
des cytokines inflaimmatoires libérées dans le micro-environnement des cellules cancéreuses.
Ainsi Pactivité de RANKL se traduira par rapport au niveau et a la cinétique d’expression de
ces deux cytokines dans le micro-environnement [110,222]. La biodisponibilité en RANKL sera

donc dépendante de TOPG.

Par ailleurs, TOPG posséde de nombreux autres ligands qui régulent nettement son
expression et qui ont un impact sur la disponibilité de RANKL (Figure 20) [223]. De cette
facon I'OPG, par son domaine héparine, se lie a des glycosaminoglycanes et des protéogly-
canes, tels que le syndécan-1, qui peuvent séquestrer et internaliser ’TOPG a la membrane cellu-
laire des cellules cancéreuses [127,223]. Un exemple de la conséquence fonctionnelle de cette
intéraction dans le cancer est fourni par les cellules myélomateuses qui surexpriment le syndé-
can-1 [224], et qui par conséquent vont piéger, internaliser et dégrader POPG produite dans le
microenvironnement osseux. Ainsi, 'équilibre OPG / RANKL est dérégulé en faveur de
RANKI, ce qui stimule la résorption osseuse et peut étre aggravé par la production de

RANKL par les cellules de myélome.

En séquestrant POPG, les cellules de myélome élaborent un microenvironnement qui
facilite leur expansion. De méme, 'OPG peut étre piégé par les protéoglycanes et les glycosa-
minoglycanes situés dans la matrice extracellulaire comme cela a été observé dans

Postéosarcome [225].

Par ailleurs, ’OPG est capable de se lier a TRAIL qui est un facteur clef naturel
proapoptotique et "anti-cancer” [126]. De cette maniere I'OPG, lorsqu’il est sécrété par les cel-

lules cancéreuses, agit comme un facteur anti-apoptotique et pro prolifératif en bloquant 'acti-
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vité de TRAIL, comme cela a été montré dans le cancer de la prostate [226]. De méme, le
Complexe VIII (facteur VIII de Willebrand) est également capable de se lier a 'OPG et aug-

mente la complexité de ce systéme en régulant la mort des cellules cancéreuses induites par le

TRAIL [227].
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Figure 20 | Signalisation RANK/RANKL dans les cellules cancéreuses

D’apres Navet et a/, 2016 [184]

4.1.3. Expression de RANKL par les cellules tumorales : role dans le micro-
environnement

En plus de ses effets directs sur les cellules cancéreuses, RANKL est capable de modu-
ler de fagon marquée l'environnement tumoral notamment en agissant sur 'immunité locale et
sur la prolifération des cellules épithéliales. Ainsi en dehors de la niche osseuse qui est le pre-
mier environnement identifié comme une cible de la signalisation RANK / RANKL, notam-
ment dans le développement des tumeurs osseuses primitives ou des métastases, la signalisation
RANK / RANKL au vu de ses fonctions physiologiques est également capable de moduler

Iinfiltrat immunitaire, la prolifération et la migration cellulaire ainsi que la néo-angiogenese. Ces

perturbations de P'environnement permettent a la cellule tumorale de s’établir une « niche »

propice a son développement.
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Perturbation des fonctions immunitaires par ’'axe RANK/RANKL

Dans le cancer du sein, RANKL est principalement produit par les lymphocytes T
CD4+ CD25+ Foxp3 qui correspondent aux lymphocytes T régulateurs. Dans ce contexte, un
cercle vicieux est établi entre les TAMs, les lymphocytes Treg et les cellules tumorales induisant
une croissance tumorale, une diffusion des cellules tumorales ainsi qu'une augmentation du
processus métastatique [228]. Ainsi, les lymphocytes T semblent étre la principale source de
RANKL dans les processus de tumorigeneses. Le RANKL produit par ces lymphocytes serait
impliqué dans les étapes d’initiation du processus de migration, et induirait I'initiation d’un en-

vironnement pré-métastatique permissif [229].

Induction de la niche tumorale et stimulation de la migration par I’axe
RANK/RANKL

Jones et e/l ont fourni la premiere preuve d'une activité chimiotactique de RANKL
[191]. En effet, ces auteurs ont montré que RANKL produit par les ostéoblastes et les cellules
stromales de la moelle osseuse attire les cellules cancéreuses qui expriment RANK et induit leur
migration. Ce mécanisme semble étre relativement universel et a été observé dans le cancer de
la prostate [191,215,230,231], du sein [191], du poumon [232], du rein [217], de 'endometre
[233] et dans les hépatocarcinomes [202], les mélanomes [191], les carcinomes épidermoides

oraux [234] et Postéosarcome [235,2306].

LLa migration induite par RANKIL est associée a des cascades de signalisation spéci-
fiques, en particulier l'activation des voies MAP kinases. L'axe RANK/ RANKL régule ensuite
la migration des cellules cancéreuses et RANKL agit en tant qu'agent chimioattractif sur des

cellules qui expriment RANK.

Cependant bien qu’initialement considérée comme un facteur pro-métastatique, notre
vision de I'implication de RANKL a changé quand ce facteur a été lié au développement de la
glande mammaire [123]. En effet, une carence en RANKL entraine un défaut dans la formation
des structures lobo-alvéolaires de la glande mammaire requises pour la lactation [237,238]. Ain-
si, RANKL est capable de promouvoir la survie et la prolifération des cellules épithéliales si-
multanément a la hausse de expression de RANK au cours du développement de la glande

mammaire [123,237,238].
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La perturbation de ce mécanisme coordonné peut conduire a la formation de 1ésions
pré-néoplasiques, puis a la formation de foyers de tumeurs comme le montre une étude de
Gonzalez-Suarez et coll. [239]. En effet, ces auteurs ont établi des souris transgéniques surex-
primant RANK dans les glandes mammaires, et ce sous le contrdle du virus mammaire murin.
Chez ces soutis, apparition de foyers pré-néoplasiques (hyperplasies canalaires multifocales,
néoplasies intra-épithéliales mammaires multifocales), ainsi que le développement de 1ésions
d'adénocarcinomes est beaucoup plus elevé que chez des souris de type sauvage. Par ailleurs,
Iutilisation de RANK recombinant (RANK-Fc), chez des souris MMTV-neu, développant
spontanément des tumeurs mammaires, permet de réduire le développement de tumeurs

mammaires et de métastases pulmonaires chez ces souris [239].

Dans un travail complémentaire, cette équipe a également démontré que 1'axe RANKL
/ RANK est pro-actif dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), promeut la migtra-
tion cellulaire en méme temps que la néo-vascularisation, et que 'expression de RANK/RANL
est significativement associée a des tumeurs métastatiques [240]. Dans l'ensemble, les données
ont révélé que la signalisation RANK / RANKL favorise la phase initiale de développement du
cancer du sein par induction de la pluripotence et de la transition épithélio-mésenchymateuse
dans les cellules épithéliales mammaires. Un processus similaire a été confirmé dans les carci-
nomes épidermoides de la téte et du cou [241], dans le cancer de I'endometre [233]. Ainsi l'ex-
pression de RANKL semble associée a la transition épithélio-mésenchymateuse notamment
dans le cancer de la prostate ou il en serait un marqueur [216]. Ces études confirment donc

I'implication de RANKL dans le processus d’initiation des tumeurs.

Stimulation de la néo-angiogenése par ’laxe RANK/RANKL

Les vaisseaux sanguins sont utilisés par les cellules tumorales pour obtenir de grandes
quantités de nutriments et sont leur principal moyen de migration pour envahir des organes
¢loignés. Or, il a été démontré que RANK est exprimé par les cellules endothéliales et que
RANKL impacte le processus angiogénique en stimulant d’une part l'angiogenese via des mé-
canismes dépendants de Src et de la phospholipase C [242,243], et d’autre part en augmentant
la sutvie des cellules endothéliales via un mécanisme dépendant de la voie PI3K/Akt [244]. De
plus RANKIL, induit également la prolifération des précurseurs des cellules endothéliales et la
formation des tubes vasculaires [245]. Au sein de la niche tumorale, ce phénomeéne est exacerbé

par le Vascular endothelial growth factor (VEGE), souvent sécrété par les cellules tumorales,
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qui régulent positivement la réponse des cellules endothéliales a RANKL en augmentant

Pexpression de RANK [242] et la perméabilité vasculaire [2406].

4.2. Implication dans les tumeurs osseuses primitives

Au sein des tumeurs osseuses primitives, le cas des tumeurs a cellules géantes est parti-
culierement représentatif des effets que peut induire une altération de I'expression de la signali-
sation RANK/RANKI. Ces tumeurs de type ostéoclastiques sont localement agtessives, de par
Postéolyse sévere qui leur est associée, et connues pour exprimer de facon importante RANK.
Cette activité coincide avec Iexpression de RANKL par les cellules mononuclées du stroma qui
viennent activer de facon paracrine les cellules tumorales par la fixation de RANKL a RANK
[198]. Ainsi, bien que la pathogenc¢se de ces tumeurs soit mal définie, il est vraisemblable que

les cellules géantes, qui expriment RANK, soient a I'origine de la destruction osseuse.

En ce qui concerne plus particulicrement les ostéosarcomes, sujet de ce mémoire, ces
derniers sont connus pour synthétiser de grandes quantités de matrices ostéoides et métastaser
principalement a 'os et aux poumons [93]. Une grande majorité des ostéosarcomes expriment
RANKI, OPG et RANK a des taux plus ou moins élevés [247,248]. 11 a déja été prouvé que
Pexpression de RANKL, dans les ostéosarcomes humains, est associée de fagon directe a une
diminution de I'expression du gene suppresseur de tumeur Prkarla (cAmp-dependant protein
kinase type 1, alpha regulatory subinit)[249]. La délétion de ce géne, chez la souris, induit spon-
tanément la formation d’ostéosarcome [249]. Ainsi, bien qu’aucune fonction ne soit encore
associée a RANKL dans la physiopathologie des ostéosarcomes, des données suggerent que
cette cytokine serait impliquée dans les processus de migration cellulaire, mais pas dans ceux
liés a la prolifération [248]. Par ailleurs, le RANKL tumoral sécrété dans le microenvironne-
ment perturbe probablement le remodelage osseux en induisant une ostéolyse excessive. En
effet, des études précliniques réalisées chez des animaux injectés pour développer un ostéosar-
come montrent que le blocage de RANKL par de TOPG recombinant empéche la destruction
osseuse induite par la tumeur [250]. Des résultats similaires sont obtenus lors du traitement

d’animaux portant un ostéosarcome avec une protéine recombinante RANK-Fc [251].

Ainsi, dans le contexte osseux, la perturbation de la signalisation RANK/RANKL par
la tumeur induirait un environnement favorable au développement des tumeurs par la mise en
place d’un « cercle vicieux » entre les cellules tumorales (niche tumorale), les cellules immuni-

taires et les cellules en charge du remodelage osseux.
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5. LGR4 un nouveau récepteur pour RANKIL

De facon extrémement récente, un nouveau récepteur de RANKL nommé Leucine-
rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LGR4), caractérisé par 7 segments trans-
membranaires, a été identifié. Dans ces travaux Luo et ¢/, révelent que RANKL se fixe sur le
domaine extracellulaire de LGR4, ce qui a pour effet de réguler négativement
'ostéoclastogenese via Iactivation de la signalisation Gouq/GS3K-f et la répression de la voie
NFATcl [61]. Par ailleurs, LGR4 est une cible transcriptionnelle de la voie canonique
RANKIL-NFATcI, ce qui montre que la signalisation de LGR4 agit comme une boucle de ré-
trocontrole de lactivité de RANKIL. De fagon intéressante, une mutation dans le gene codant
LGR4 a été rapportée comme induisant un phénotype d’ostéoporose chez les patients atteints
[252]. Ce phénotype peut ainsi s’expliquer par le nouveau role de LGR4 comme récepteur de

RANKIL.

Bien qu’aucune implication de 'axe LGR4-RANKL n’ait encore été mise en évidence
dans des pathologies cancéreuses, de nombreux travaux suggerent que LGR4 favorise la proli-
fération d’un certain nombre de cellules tumorales, notamment dans le cancer du sein, de la
prostate, de 'estomac, du célon et du foie [253-255]|. Ces effets prolifératifs sont liés a
Pactivation de la signalisation Wnt/PB-catenin. Ainsi, LGR4 semble étre un nouveau régulateur
du développement et de la tumorigenése du cancer de la prostate [255,256]. De plus la voie de
signalisation LGR4-Stat3 semble impliquée dans le développement des ostéosarcomes [257].
Ainsi I'étude de ce nouveau récepteur a RANKL, et de cette voie de rétrocontrole, devrait a
terme permettre de mieux comprendre les mécanismes régulant ’homéostasie osseuse ainsi que

les pathologies tumorales ou non s’y développant.
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0. Approches thérapeutiques ciblant la  signalisation RANK
/RANKI./OPG en cancérologie

Lorsque les cellules tumorales en prolifération sont localisées dans un environnement os-
seux (tumeurs osseuses primitives ou métastases), ces dernieres perturbent la balance entre la for-
mation et la résorption osseuse afin de créer un environnement favorable a leur croissance [229].
Ainsi, dans ce contexte, le microenvironnement osseux est une cible thérapeutique intéressante

dont la signalisation RANK/RANKL fait partie [258].

Lutilisation ’OPG recombinant (OPG-Fc) constitue la premiére génération de thérapie
ciblant RANKL développée, dans un premier temps, afin de réduire les pertes osseuses chez les
femmes en période post-ménopause [259]. Néanmoins, a cause de la capacité de 'OPG a lier diffé-
rents ligands et en particulier TRAIL, les essais cliniques basés sur ’OPG recombinant ont été sus-

pendus jusqu’au développement d’un anticorps monoclonal ciblant RANKIL.

Le Denosumab®, un anticorps entietement humanisé ciblant RANKL, a été développé
afin de bloquer RANKL et d’empécher sa liaison 4 RANK (et ce tout en évitant les interactions
avec d’autres ligands d’OPG). Chez les patients atteints d’ostéoporose, le Denosumab® est bien
toléré et une seule dose sous-cutanée suffit a induire une diminution prolongée du remodelage os-
seux [200]. L’efficacité du blocage de 'activité de RANKL a aussi été démontrée par I'inhibition de
la résorption osseuse dans de nombreuses études précliniques liées aux tumeurs osseuses primitives
(Sarcome d’Ewing [261], Ostéosarcomes [93,251,262], ou aux métastases osseuses (cancer du sein
[263], cancer de la prostate [264], cancer du poumon [265] ou myélome multiple [266]) ainsi que
dans plusieurs essais cliniques de phase 1I ou III (voir article en Annexe 4 : RANK-RANKL signal-
ling in cancer)[184].

Dans les cancers du sein et de la prostate, une vingtaine de marqueurs du remodelage os-
seux ont été réduits, et ce de fagon similaire a un contexte ostéoporotique. Par ailleurs, un délai plus
long a été observé en ce qui concerne 'apparition d’'un ou plusieurs événement lié au squelette

(fracture, compression de la moelle osseuse, douleurs osseuses) [267].
Une comparaison avec les thérapies employant les bisphosphonates démontre la supériorité

des traitements utilisant le Denosumab® en ce qui concerne les deux parametres précédents méme

si le taux global de survie est équivalent entre les deux thérapies.
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Récemment, Cathomas et /. ont décrit un cas clinique intéressant d’un patient atteint
d’ostéosarcome traité avec une combinaison de Sorafenib® et de Denosumab® [268]. En effet,
chez ce patient dont la tumeur exprime RANK et RANKL, les auteurs ont observé une rémission
métabolique complete de plus de 18 mois de cette tumeur, ce qui renforce le potentiel thérapeu-
tique du blocage de la signalisation RANK/RANKL dans P'ostéosarcome. Enfin d’autres essais
cliniques complémentaires dans les maladies métastatiques sont en cours et les résultats semblent

tres informatifs en ce qui concerne l'utilisation du Denosumab® en oncologie.

En conclusion a ce chapitre, il s’avere que les activités de RANKL sont modulées par
Iéquilibre entre RANKL et ses différents régulateurs moléculaires produits dans le micro-
environnement. Ainsi la signalisation RANK/ RANKL semble étre impliquée dans chaque étape
du développement de la tumeur, du processus de cancérogenese initial 4 la mise en place des métas-
tases a distance comme décrite ci-dessous (Figure 21). Le ciblage de RANKL dans le cas des tu-
meurs osseuses primitives semble étre prometteur afin de diminuer leur impact sur le micro-
environnement. Cependant, de nombreuses études restent a mener afin de mieux comprendre les

fonctions de 'axe RANK/RANKL dans le développement des cancers.
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- EMTY process (__-'
- Cell migration

- Intra-tumour recruitment

o - Chemokine secretion
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- Treg proliferation
« Immunosuppression
. X « Pre-metastatic niche
Anglogenesis - RANKL secretion
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Metastatic process R sl

-"' y RANKL
. ) ,
e
Cancer migration:
N;::uh.v Neo pre-metastatic niche
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(e.;bone} e -
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Figure 21 | Implication de la signalisation RANK/RANKL dans les différents stades de la
tumorigenése

Drapres Navet et a/, 2016 [184]
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IV- Les homéogenes Dix

1. Généralités sur les homéogenes

1.1. Découverte des homéogénes

Les génes homéotiques ont été mis en évidence pour la premicre fois chez la mouche
du vinaigre (Drosophila Megalogaster) par I'apparition des mutations homéotiques Antennape-
dia, ou le segment antennaire est transformé en segment thoracique, et Ultrabithorax, ou le
segment thoracique T3 est transformé en segment T2 produisant un insecte a deux paires

dailes (Figure 22) [269-275].

Ceci a conduit a I'isolement des genes a homéoboite, ou homéogenes, impliqués dans
ces mutations. Grace a des études d’homologie de séquence avec ces deux premiers genes, de
nombreux autres genes ont été isolés a partir d’especes trés diverses allant du nématode, au
poisson zebre, au xénope, au poulet, a la souris et a 'homme [276,277]. La séquence homo-
logue qui fut la plus étudiée est 'homéoboite (183 pb) qui se retrouve dans 'ensemble de ces

genes [272].

Figure 22 | Mutations homéotiques
Mutations homéotiques Antennapedia (A) et Ultrabithorax (B) chez la mouche du vinaigre (Photographies de
E. B. Lewis et F. R. Turner).
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1.2. Structure et propriétés biochimiques des homéogenes

1.2.1. Structure

L’homéoprotéine codée par ’homéogene comprend une séquence polypeptidique
d’environ 64 acides aminés appelée homéodomaine. Cette séquence est relativement conservée
entre les différentes familles d’homéoprotéines, au sein de la méme espece, et au cours de
I’évolution (Figure 23)[278]. L’homéodomaine est composé de la succession, a partir de son
extrémité amino-terminale, de deux hélices a, d’un coude B et d’une troisieme hélice a. Les
deux dernieres hélices réunies par le coude P forment un motif hélice-tour-hélice [278-280],

caractéristique de ’homéodomaine [281].
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Figure 23 | Alignement des séquences de ’homéodomaine d’Antennapedia de plusieurs
espeéces
D’apres « la Drosophile aux yeux rouges » Walter Gehring, Editions Odile Jacob.

1.2.2. Propriétés biochimiques

L’homéoprotéine se fixe par interaction directe [282] et sous forme monomérique [283]
aux éléments de réponse présents sur les promoteurs des genes cibles dont la séquence est
riche en base A et T [273,279,280,282,284]. La troisiecme hélice, dite hélice de reconnaissance,
est le domaine principal de liaison a I’acide désoxyribonucléique (ADN) par insertion dans le
grand sillon et établissement de contacts spécifiques via des liaisons hydrogenes et hydro-
phobes avec les bases [273,281]. Par ailleurs, la seconde hélice interagit avec 'enchainement des
désoxyriboses et des phosphates. D’autres résidus situés dans la partie N terminale de
I’homéodomaine forment des contacts avec PADN dans le petit sillon. I’homéodomaine pet-
met donc une reconnaissance spécifique et la fixation de '’homéoprotéine sur son élément de
réponse, mais il n’intervient pas sur P'activation de la transcription qui est assurée par le reste de

la protéine [275] par interaction avec des protéines auxiliaires.
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2. Les homéogenes de la famille HOX

Un certain nombre de geénes homéotiques détermine, par une combinatoire
d’expression locale et spécifique appelée code HOX, I'identité de chaque segment suivant ’axe
antéro-postérieur du corps. Ces genes composent chez la drosophile le complexe homéotique
HOM-C et chez les vertébrés quatre complexes HOX formés de genes obtenus trés probable-
ment par duplications successives d’un complexe commun avec HOM-C [285]. Les quatre
complexes HOX (HOX A a D) sont répartis sur différents chromosomes (Tableau 9) et
comprennent treize groupes de genes paralogues [277,286,287]. Ces geénes codent pour des
facteurs de transcription se fixant sur la région promotrice des genes cibles, en des sites spéci-
fiques (éléments de réponse), via un domaine protéique d’une soixantaine d’acides aminés tres

conservé au cours de la phylogenése : Thoméodomaine [273].

Souris Humain
HOXA Chrg Chr7
HOXEBE Chrll Chr17
HOXC Chrl15 Chri2
HOXD Chr 2 Chr 2

Tableau 9| Localisation chromosomique des quatre séries de génes HOX
chez ’humain et la souris
Drapres Apiou et al., 1996 [ 287] et Vieille-Grosjean et af., 1997 [277].

Les différents groupes de genes HOX sont exprimés successivement, le long de I'axe
rostro-caudal de 'embryon, selon une séquence qui suit leur position sur chaque chromosome :
leur expression obéit de ce fait au principe de colinéarité spatio-temporelle [277,286,288—

293] (Figure 24).
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Figure 24 | Représentation du principe de colinéarité spatio-temporelle
Les genes en 3’ sont exprimés en premier et dans la partie antérieure de 'embryon alors que ceux en 5’ sont
exprimés en dernier dans la région postérieure. D’apres Carroll S.B. Nature, 1995 [290].

-66-



3. Les homéogenes n’appartenant pas a la famille HOX : homéo-

genes divergents

Au cours du temps et avec I'avenement du séquengage des génomes, la famille des ho-
méogenes s’est agrandie considérablement pour aboutir a plus de 250 membres (255 chez

’homme et 279 chez la souris)[294] pouvant étre regroupés en 11 classes et répartis sur tous les

chromosomes (Figure 25) [295].
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Figure 25 | Répartition des homéogenes dans le génome humain
La répartition des homéogenes a été représentée sur les chromosomes du génome humain. Ces derniers sont
mis en avant en fonction de leur classe. D’apres Holland et a/, BMC Biol., 2007 [295].

Parmi ces homéogenes, la famille des genes D/x appartenant a la classe Antennapedia
(ANTP) a été identifi¢e comme importante tout au long du développement du squelette

comme explicité ci-apres.
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4. La famille des homéogenes D/x

4.1. Les génes D/x au cours de ’évolution

La haute conservation de ’'homéoboite des genes Dix, paralogues au sein d’'une méme
espece, orthologues entre les especes, plaide en faveur du dédoublement initial d’un gene an-
cestral Distal-less (D/) sur le méme chromosome, suivi de duplications chromosomiques suc-
cessives de cette paire de cis-paralogues conservant la méme orientation [296]. L’analyse des
séquences des genes Dix, chez les vertébrés, a permis de mettre en évidence I'organisation de
cette famille de génes en 2 groupes de genes trans-paralogues (Figure 26) [297,298] :

o  Dix2, Dix3 et Dix5, les plus proches de D//, avec des homéodomaines de séquences

homologues a 68%, et conservation de la position du premier intron,

e Dix1, Dix4 et Dilx6 avec des homéodomaines de séquences homologues a 44 % [2906].

ORGANIZATION First Order Paralogues

A

Dix2 - pix1

Second
Order
Paralogues

i I

. —

Figure 26 | Organisation de la famille DIx avec des génes trans-paralogues
La famille des génes D/x contient des genes cis et trans-paralogues. D’apres Depew et a/, 2005 [298].

D’un point de vue phylogénétique, il semblerait que le dédoublement du gene ancestral
DI/ soit apparu apres la divergence entre les ancétres des arthropodes (insectes) et des chordés
(vertébrés), mais avant celle des vertébrés et des tuniciers [299]. Quant aux duplications des
Dix, qui se seraient faites de concert avec celles des complexes HOX [296], elles seraient appa-
rues avant la bifurcation entre le poisson zecbre et les tétrapodes puisque ce premier possede
aussi 3 paires de genes D/x en position cis-paralogue (« first orderparalogue » sur la Figure 26).
Cependant la présence chez ce poisson de deux D/x supplémentaires (D/x7 et D/x8) disposés

aussi en cis-paralogue [297,300,301] pose question : ces deux D/x supplémentaires ont-ils existé
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et été perdus chez les vertébrés ou bien sont-ils le fruit de duplications postérieures a la sépara-

tion poisson/tétrapodes ?

4.2. Localisation et organisation des genes Di/x

Chez les vertébrés, les genes Dix sont disposés par paires de cis-paralogues en position
antiparallele. Au sein de chaque paire d’une largeur de 20 a 25 kilobases (kb), les D/x sont étroi-
tement liés, distants uniquement de 10 kb. De plus, chaque paire sicge avec un complexe HOX
sur le méme chromosome.

Pour ’humain :
e DixT1 et Dix2 : chromosome 2 locus q32 en 5> de HOX D,
e DIx5 et Dilx6 : chromosome 7 locus 22 sur le bras opposé a HOX A,
e D/x3 et Dix4 : chromosomel7 locus g21 a 1-2Mb en 5’ de HOX B [282,302-300].

4.3. Structure des génes D/x

Le gene D// (Drosophile) dont la structure serait la plus proche du gene ancestral est
composé de 7 exons et de 5 introns (dont 2 en amont de ’homéoboite, 1 dans ’homéoboite et

2 en aval). Par contre tous les genes D/x sont composés de [302,304,305,307] :
e 3 exons dont les 2 derniers codant pour ’homéoboite,

e 2 introns dont le second est situé dans ’homéoboite.

Les modalités de transcription des genes D/x humains sont variables, allant d’un unique
transcrit pour D/x2 et Dix3, Dix5 et D/x6, a deux transcrits pour D/x7 et Dix4 (Source Gen-

bank). Une transcription antisens a été mise en évidence chez la souris pour certains de ces

genes (DixT :[308] ; Dix4 : Genbank NR_040279.1 ; D/x6 : [309]).

4.3.1. Structure des protéines DLX

L’homéodomaine est tres conservé au sein de la famille des genes D/x et comprend
[283,310] :
e une région de 7 résidus,
e une premicre hélice o de 18 acides aminés,

e une seconde hélice a de 13 acides aminés,
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e un coude B de 3 résidus,

e une troisiéme hélice o de 19 acides aminés.

La séquence du motif hélice-tour-hélice est tres conservée dans cette famille [299]. Une
légere variabilité de séquence au niveau de la premiere hélice et de la zone charniére entre les
deux premieres hélices permet de distinguer les membres de la famille D/x et les singularise des
autres familles d’homéoprotéines [299]. Par ailleurs il existe d’autres zones relativement conser-
vées au sein de la famille D/x :

e Les extensions de Thoméodomaine (EHD) qui bordent celui-ci [311],

e Les régions d’homologie des D/ix (RHD 1 et 2) dans la partie N terminale de
I’homéoprotéine [283,300].

4.3.2. Propriétés biochimiques des DLX

Comme toutes les homéoprotéines, les DLX se fixent sur des séquences d’ADN riches
en bases A et T. Les homéoprotéines DLX1, DLX2 et DLX5 se fixent sur la méme séquence
nucléotidique 5 TAATT 3’ qui se retrouve par exemple dans le promoteur de 'ostéocalcine, de

la sialoprotéine osseuse et de D/x2 [312,313].

Les protéines DLX peuvent former des homodimeres mais aussi des hétérodimeres
avec d’autres homéoprotéines (MSX principalement) via les résidus de la séquence N-terminale
et des premicres et troisiecmes hélices de ’homéodomaine. Comme ces hélices sont requises
pour la fixation sur ’ADN, la formation d’hétérodimére conduit a la neutralisation réciproque

de leur activité transcriptionnelle [283].

4.4. Fonctions de ’homéogene D/x au cours du développement du squelette
4.4.1. Au cours de 'embryogenése

La cartographie d’expression au cours du développement embryonnaire a été réalisée
pour de nombreux homéogenes dont les Dix (Figure 27) [311,314-326]. Concernant les
¢bauches squelettiques, les homéogenes D/x sont principalement exprimés dans les bourgeons

des membres et les bourgeons craniofaciaux (Figure 27).
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HIS DIx1 HIS DIx2 HIS DIx3 HIS DIx5

HIS DIx5 HIS Msx1 HIS Barx1
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Figure 27 | Mise en évidence de ’expression d’homéogénes

Exemple de mise en évidence de P'expression des Dix et d’autres homéogenes au cours du développement
embryonnaire (E10.5 présenté) par hybridation in situ (HIS) et gene rapporteur (LacZ pour D/x2) d’apres
Panganiban et Rubenstein 2002, et Thomas et Lézot (non-publié¢). A ce stade une expression différentielle des
D/x au niveau de I’ébauche maxillaire supérieure (Mx) est évidente (Dix7 et D/x2 sont présents et Dix3 et
DIx5 sont absents) alors que tous sont présents au niveau de I’ébauche mandibulaire (Md). A ce stade une
expression de DIx2 dans PAER (« Apical Ectodermal Ridge ») du bourgeon de membre est aussi clairement
visible.
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Au sein de ces ébauches, les homéogenes Dix avec d’autres homéogenes constituent,
de par leurs expressions finement régulées dans le temps et dans I'espace, des champs morpho-
génétiques [298,327-332] qui rappellent grandement le code HOX (Figure 28). D’ailleurs cer-
tains genes HOX participent a la définition des champs morphogénétiques au sein du bour-

geon de membre [333].
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Figure 28 | Représentations des différents champs morphogénétiques formés par la com-
binatoire d’expression des homéogéenes

(A) dans le bourgeon de membre et (B) dans le bourgeon mandibulaire a E10.5. D’aprés Bendall et Abate-
Shen, 2000 [327], et Tucker et Sharpe 2004 [331].
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Cette fonction morphogénétique des D/x est confirmée par I'analyse des mutants nuls
combinés de plusieurs Di/x, des redondances fonctionnelles existant entre ces genes [298], ou
d’un D/x avec un homéogeéne de la famille Msx [334-336]. Ainsi le double mutant D/x7/D/x2
présente une absence (agénésie) des molaires supéricures avec fente palatine [317,318,337,338],
le double mutant D/x5/DIx6 combine une oligodactylie plus une syndactylie et une transforma-
tion homéotique de la mandibule en maxillaire supérieure (Figure 29) [298,339-343] et le

double mutant D/x5/Msx1 une syndactylie, des défauts du palais et des os du crane [334-3306].

A

DIx5/6 +/+ Dix5/6 -/ DIx5/6 +/+ DIx5/6 -/-

Dix5/6 +/+

DIx5/6 -/-

.‘.

4

Figure 29 | Phénotype squelettique de la souris doublement invalidée pour DIx5 et DIx6

(A) L’oligodactylie (doigts manquants) et la syndactylie (fusion de doigts) sont clairement visibles des E14.5
chez le double mutant. (B) Le double mutant présente une transformation homéotique de la mandibule en
maxillaire avec présence des vibrisses, absence de la langue et mise en place d’un processus pseudo-palatin.
Drapres Robledo et al, 2002 [340], et Beverdam et a/, 2002 [339].

-73-



4.4.2. Au cours de la croissance squelettique

La majorité des mutations nulles pour les homéogenes D/x étant létales a la naissance
[298], I'analyse des implications tardives de ces genes pendant la croissance s’est appuyée prin-
cipalement sur des études 7z vitro et sur les profils d’expression de ces geénes 7 vivo établis soit
par des techniques classiques (hybridation in situ et immunohistochimie) soit a 'aide de souris
transgéniques a geéne rapporteur LacZ, plus spécifiquement les soutis Dix2/TLacZ [344],
Dix3/LacZ [345] et Dix5/TLacZ [346,347]. Les mutations humaines rapportées pour les ho-
méogenes D/x3 (syndrome TDO) [306,348] et D/x5 (syndrome SHSF) [349-351] ont aussi été
informatives sur les roles des genes D/x dans la croissance squelettique ainsi que les modéles de
surexpressions ciblées de D/x2 [352], de D/x3 muté [353,354], et d’invalidation conditionnelle
de D/x3 [355-357].

Globalement, deux fonctions ont pu étre associées a 'expression des genes D/x dans
les diverses cellules formant les tissus minéralisés (ostéoblastes, chondroblastes, améloblastes,
odontoblastes, cémentoblastes sans oublier les ostéoclastes). En premier lieu, les protéines
DLX (avec leurs partenaires privilégiés MSX) participent au controle de la différenciation cellu-
laire en régulant et/ou interagissant avec les genes clefs de la différenciation comme Runx2
[358,359] et Osterix [360], des ¢éléments du cycle cellulaire comme la cycline-D1 [361-363] et
certains membres de la famille Melanoma-associated antigen D (MAGE-D) dont DIxin-1 [364—
366]. Ensuite les protéines DX modulent 'expression des principales protéines impliquées
dans la minéralisation, par exemple I'ostéocalcine de I'os [367] et de la dentine [368], le colla-
gene de type 2 du cartilage [369] et 'amélogénine de I’émail [337]. Une expression spécifique de
site des protéines DLX (et MSX) dans les cellules sécrétant les tissus minéralisés a été observée

et montrée constituer un déterminant majeur de organogenése des unités squelettiques os-

seuses et dentaires [324,337,354,370-378].

4.4.2.1. D/x et formation osseuse

a. Expression des D/x au cours de 'ostéoblastogenese
Concernant les cellules ostéoblastiques qui nous intéressent plus particuliecrement,
Pexpression de certains genes D/ix (Dix2, 3, 5 et 6) a été établie avec une spécificité de stade au

cours de 'ostéoblastogenese [1,13]. Comme présenté dans la Figure 30, D/x2 est le gene ex-

primé le plus précocement et transitoirement alors que D/x3, qui s’exprime plus tardivement, a
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une expression maintenue dans les cellules pleinement différentiées. Une absence totale

d’expression de Dix7 et Dix4 est a noter.

Level

P

of Dix Gene

Figure 30 | Expression des différents DIx au cours de ’ostéoblastogenése

Draprés Li et 4/, 2008 [1].

b. Fonctions des D/x au cours de la formation osseuse

Comme énoncé précédemment (chapitre I, §1), il existe plusieurs processus primaires
d’ossification dont les deux principaux sont l'ossification endochondrale et 'ossification mem-
branaire. Les données relatives aux fonctions des genes D/x au cours de la formation osseuse

vont ainsi étre présentées en deux parties correspondant a ces deux processus.

- Fonctions des D/x dans les ostéoblastes d’os de membrane (ossification membranaire)

La différenciation des cellules osseuses provenant d’os issus d’une ossification mem-
branaire comprend plusieurs stades transitionnels identifiables par I'expression de marqueurs
phénotypiques. Le collagene de type I et la phosphatase alcaline sont des marqueurs des stades
précoces de la différenciation ostéoblastique, alors que 'expression de 'ostéocalcine et la miné-
ralisation de la matrice osseuse sont des traits de la différenciation terminale (Figure 31).
Runx2 (avec sa sous-unité CbfP) et Osterix sont deux facteurs de transcription impliqués dans
la différenciation ostéoblastique [13-16,18,19] (Figure 31). Plusicurs travaux relatifs aux inter-

relations entre les homéoprotéines DLX et ces facteurs de transcription ont été menés dans
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différents modeles de cultures ostéoblastiques, principalement la culture primaire de calvaria et
les lignées de cellules ostéoblastiques en grande majorité issues d’ostéosarcomes
[357,359,367,379-381]. Le promoteur de 'ostéocalcine a, dans la grande majorité des cas, été
utilisé comme matrice pour I'analyse de ces interrelations. Au niveau fonctionnel, la surexpres-
sion de ’homéogene D/x3 [379] et de ’homéogene D/x5 [313] dans la cellule ostéoprogénitrice
stimule Papparition de ostéocalcine et de d’autres marqueurs ostéogéniques [382-386]. Inver-
sement, I'inhibition de I'expression des transcrits de D/x5 diminue I'apparition de 'ensemble de
ces marqueurs ostéogéniques. Parallelement, il a été rapporté que, dans les os de membrane de

soutis transgéniques D/x5-/-, la maturation des ostéoblastes était retardée [298,387].

Chez ’homme, la délétion de quatre paires de bases dans la séquence de D/x3, respon-
sable du syndrome tricho-dento-osseux (TDO), induit un épaississement des os du crane
[306,348]. Cette délétion rendrait la protéine DILX3 incapable d’activer la transcription

[355,356,388] et confirme que les homéoprotéines DILX sont nécessaires a la maturation des

ostéoblastes.
Cellule Ostéoblaste
mésenchymateuse Pré-ostéoblaste fonctionnel
progénitrice
Dix5- DIx5- Dix5+
Dilx3- DIx3- DIx3+
DIx2- Runx2 DIx2+ Runx2 DIx2-
Msx2+ Cbfp Msx2+ Cbip Msx2-
Osx
% - _' @
Collagéne 1 Collagéne I
Phosphatase alcaline BSP
Ostéocalcine
Minéralisation

Figure 31 | Expressions relatives des homéogenes DIx, de leurs partenaires Msx2, Runx2,
Osx et des marqueurs phénotypiques au cours de la différenciation ostéoblastique
Adapté d’aprés Nakashima et Crombrugghe, 2003
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Comme précisé ci-dessus, la majorité des études ont utilisé le géne de I'ostéocalcine
comme marqueur de la maturation ostéoblastique. L.e promoteur de ce gene contient plusieurs
motifs de liaison (éléments de réponse) pour les protéines a homéodomaine. Des études me-
nées 7 vitro et in vivo ont suggéré que DLX5 réprimait le gene de I'ostéocalcine [21,313]. Cepen-
dant, d’autres études ont rapporté a I'inverse une activation transcriptionnelle de ostéocalcine
par DLX5 en utilisant d’autres constructions de promoteurs [22,389]. Finalement il s’avere que
selon le stade de différenciation cellulaire considéré, d’une part les homéoprotéines DLX (et
leur partenaire MSX) se lient séquentiellement au promoteur de I'ostéocalcine, et d’autre part
leur activité de stimulation ou d’inhibition soit différente. C’est ainsi que les études de Hassan
[379] ont pu démontrer que MSX2 réprimait expression de I'ostéocalcine pendant les stades
prolifératifs, puis que le promoteur de l'ostéocalcine était ensuite occupé par DLX3, DLX5 et
RUNX2 dans les stades post-prolifératifs, 'occupation de DILX5 sur ce promoteur étant main-
tenue jusqu’aux stades de minéralisation contrairement a celle de DLX3 [379]. Cette étude a par
ailleurs mis en évidence que la formation d’hétérodimeres entre la protéine RUNX2 et les ho-
méoprotéines DLX3, DLX5 et MSX2 pouvait inhiber la transcription de I'ostéocalcine aux
stades tardifs de différenciation. Récemment, P'existence d’interactions directes de type cofac-
teurs entre les homéoprotéines DLX et OSX a été mise en évidence et a été démontrée comme

étant impliquée dans la spécification ostéoblastique [360].

Les homéoprotéines DLLX semblent donc jouer des roles importants dans la différen-
ciation des cellules osseuses en controlant expression des marqueurs phénotypiques en con-

jonction avec les facteurs de transcription clef de I'ostéoblastogeneése que sont RUNX2 et

OSX.

- Fonctions des D/x dans les ostéoblastes d’os long (ossification endochondrale)

Lossification endochondrale passe par plusieurs étapes : la formation des blastemes
pré-cartilagineux et leur chondrification, l'ossification diaphysaire et I'ossification épiphysaire.
L’expression des homéogenes D/x5 et Dix6 est retrouvée dans toutes les condensations chon-
drogéniques embryonnaires ainsi que dans les phases de chondrogenese survenant lors de la

mise en place du squelette [302,319,390,391].
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Cellules Chondro-progéniteur Chondrogenése Invasion vasculaire et Ossification
meésenchymateuses, en prolifération et et cal.ci.ﬁcad.cm c!e la Cartilage de
prolifération et différenciation différenciation matrice cartilagineuse croissance
condensation Virole osseuse
FGF-2,4,8,10 FGF-2/FGFR2 FGEF-18/FGFR3 FGF-2/FGF-R1
Sonic Hh BMP-2,4,7,14 BMP-2,7 PTH:P
BMP-24,7 Ihh/Ptc TN
Msx1, Dix5, Dix6, Runx2 Runx?
Msx?2, Sox9 Sox9 Osterix ~
Collagéne I
o Colaginel P <& Collagéne ITB, IX P ColugincX P mm Ostéocaline mufp
< Collagéne ITA *
4 Collagéne XI >

Figure 32 | Facteurs de croissance, facteurs de transcription et molécules matricielles ex-
primés au cours du développement des os longs
Adapté d’apres Goldring et al., 2006

Dés que commence I'invasion vasculaire et la calcification de la matrice cartilagineuse,
les cellules cartilagineuses entament un programme de maturation ou s’expriment des homéo-

genes Dix et leurs partenaires Mox.

D’un point de vue cytologique, 'ossification endochondrale s’accompagne d’une matu-
ration chondrocytaire passant d’un stade de chondrocyte prolifératif, a un stade de chondrocyte
pré-hypertrophique, a un stade de chondrocyte hypertrophique (Figure 33). La minéralisation
de la matrice cartilagineuse est alors suivie d’'un remaniement osseux. Les principaux méca-
nismes de régulation impliqués dans la progression de cette maturation cellulaire font intervenir
les voies de signalisation de IHH, des BMP, des FGF ou encore du PTHrP [392-396]. Des
¢tudes ont suggéré que les homéogenes Dix [369] et Msx [397] soient des cibles de la voie BMP
lors de la régulation de la chondrogenese. La surexpression de ’homéogene Masx7, par exemple,
inhibe la chondrogenése ou I'ostéogenese que ce soit 7z vitro sur des modeles de culture cellu-
laire ou zn vivo [398]. Msx1 est aussi capable d’induire la transdifférenciation des myotubes en
culture vers la voie chondrogénique, ostéogénique ou encore adipocytaire [399]. Aussi,
Pexpression du collagene de type II dans les chondrocytes est stimulée par BMP2 via
I’homéogene Dix2 [369]. L’homéogene D/x5 est exprimé dans les zones de cartilage hypertro-

phique et dans les chondrocytes prolifératifs [400]. D/x5 est aussi exprimé avec D/x6 au niveau
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du périchondre et du périoste du squelette axial ainsi que dans les ostéoblastes de la métaphyse

21].

Chez les souris invalidées pour Thh, il n’y a ni ostéoblastes différenciés dans les forma-
tions endochondrales ni expression de RUNX2 au niveau du périchondre ou du périoste. Chez
les souris invalidées pour Ruzx2, il y a inhibition de la différenciation des chondrocytes hypet-

trophiques [18,401]. Ainsi, il a été suggéré qu’lhh agirait par trois mécanismes :

. il induirait la différenciation des ostéoblastes ;
. il serait responsable de 'expression de Runx2 ;
. et il régulerait enfin I'expression de PTHrP (parathyroid-hormone-related peptide)

controlant ainsi le taux de chondrocytes prolifératifs devenant hypertrophiques

[402].

I’homéoprotéine DILX5 est un régulateur positif de la différenciation chondrocytaire
[373,386,400,403] et osseuse [347,373,386,389]. Une analyse plus fine des os longs chez les
souris doublement mutées D/x5-/- et D/x6-/- montre un retard dans le programme de différen-
ciation des chondrocytes puisque les auteurs décrivent une prédominance des chondrocytes
préhypertrophiques. Un retard temporel dans Pexpression de Ihh est aussi noté alors que
Pexpression de PTH/PTHrP ne semble pas étre affectée dans ces souris doublement mutées
[298]. Une forme humaine d’ectrodactylie (Split-hand/split-foot SHSF malformation), patholo-
gie autosomique dominante caractérisée par I’absence ou la fusion des doigts avec la présence
de fentes palmaires médianes, a été reliée a la région du locus Dix5/6 [404], comme présenté

plus loin ( §4.5).

I’homéoprotéine MSX2 a par contre été impliquée dans la répression de la différencia-
tion ostéoblastique et chondroblastique [405—407]. Les souris invalidées pour Msx2 présentent
ainsi des anomalies de développement des os longs subissant normalement une ossification
endochondrale avec une diminution de 'expression de IHH. Ces os longs au niveau du sque-
lette axial et appendiculaire montrent une diminution de la signalisation PTH/PTH¢P ainsi que
des marqueurs de différenciation ostéogénique (Runx2, phosphatase alcaline, sialoprotéine
osseuse, ostéocalcine)[408]. Cependant, une autre étude plus poussée a démontré que
I’homéoprotéine MSX2 inhibait bien la différenciation précoce des chondrocytes au stade pri-

maire, mais favorisait au contraire la maturation des chondrocytes hypertrophiques, ainsi que la
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calcification en controlant 'expression de IHH [409]. Ces données suggerent un réle complexe

de Msx2 dans la différenciation chondrocytaires.

FGF-2
BMP2,3,4,5,7 Zone
| @ péri-articulaire
I
|
P 1 HrP
ER : % Zone de chondrocytes
1 | DIx3 Sox9 prolifératifs
c 1 BMP-7
o |FcEas8
g | Dix5 Ihh C% DIx5, DIx3 Zone de chondrocytes
D 1 [ Runx?2 préhypertrophiques
% I Runx2 BMP-2 Ihh
: BMP-6
1 I]Sle - Msx2 Zone de chondrocytes
FIGF'Z Osxo hypertrophiques
| Collagéne type X
| Ostéopontine
# Sraloprotéine . .
. BMP-6 osseuse Zone de calcification
ER DIx5 Msx2
I DIx5/6
o Runx2 Runx? Tissu osseux
S Osx Osx
T
E Collagéne typel
Ostéocalcine

Figure 33 | Régulation de la maturation des cellules cartilagineuses lors de 1'ossification
endochondrale
Adapté d’apres Goldring et al., 2006

Pour conclure, expression des homéogenes D/x est clairement associée a la chondro-
geneése et a la différenciation des ostéoblastes ainsi qu’a la maturation des chondrocytes.
L’expression de leurs partenaires les homéogenes Msx semble davantage liée a I'inhibition de la

différenciation terminale des cellules.

4.4.2.2. Dix et résorption osseuse

Au cours de la croissance du squelette, I'expression de certains genes Dix (Dix1, 2, 5 et
6) a aussi pu étre établie dans les cellules d’origine hématopoiétique résorbant I'os que sont les
ostéoclastes [344]. In vivo, une spécificité de site et/ou de stade (croissance exclusivement) a pu
étre observée concernant I'expression ostéoclastique de ces genes et de leurs partenaires Msx
[344,375,410,411]. In wvitro, une expression croissante de D/x7 et de D/x2 au cours de

Postéoclastogenese induite par RANKL a été montrée dépendante de environnement osseux
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et en relation directe avec la vitesse d’obtention d’ostéoclastes matures [344]. Ces observations
in vitro suggerent Pexistence d’une connexion entre homéoprotéines DLX et voies de signalisa-
tion RANK au cours de 'ostéoclastogencse et potentiellement dans les cellules ostéoblastiques

tumorales connues pour avoir une expression anormale de RANK.

11 est intéressant de noter que I'expression des homéogenes D/x dans les cellules ostéo-
blastiques impacte l'ostéoclastogenése en particulier en modulant le ratio d’expression de

RANKL et OPG [347].

4.5. Homéogenes D/x et pathologies

4.5.1. Pathologies non-cancéreuses

Concernant le locus Dix7/DiIx2, une association entre des polymorphismes d’un nu-
cléotide (SNPs) dans ou a proximité des geénes et la susceptibilité a autisme (AUTS5, OMIM
#606053) a été rapportée [412]. Ainsi dans un échantillon de 138 familles (multi-membres)
avec cas d’autisme, I'allele T du SNP rs4519482 a proximité de D/x2 a pu étre significativement
(p=0.00406) associé a I'autisme. Cette association a été confirmée dans un second échantillon de
169 familles (p =0.0005). Dans la combinaison de ces deux échantillons, les SNPs rs788172,
rs788173 et rs813720 dans ou a proximité du gene D/x7 sont aussi ressortis associés a 'autisme

(valeurs de p comprises entre 0.0005 et 0.016).

Concernant le locus D/x3/D/x4, deux délétions dans le gene D/x3, une de 4 paires de
bases (g3198delGGGG ; [300]) et une de 2 paires de bases dans ’homéoboite (560delCT ;
[413,414]) sont responsables du syndrome Tricho-Dento-Osseux (TDO, OMIM #190320)
alors qu’une délétion d’une paire de base (546delG ; [415]) dans le gene Dix4 a été associée a

une fente labiale et palatine bilatérale (OFC15, OMIM #616788).

Concernant le locus D/x5/D/x6, une mutation autosomique dominante dans le géne
Dix5 (Q178P 5[349]) est responsable de la malformation Split-Hand/Foot avec perte de
laudition (SHFM1D, OMIM #220600) et deux mutations distinctes (Q186H et E39X;
[350,351]) sont responsables de la malformation Split-Hand/Foot de type 1 (SHFM1, OMIM
#186300).
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4.5.2. Pathologies cancéreuses
4.5.2.1. Expression des D/x dans les cancers non-osseux

Une analyse détaillée de la littérature révele une expression anormale d’un ou plusieurs
genes D/x dans les cancers du sang (leucémies, lymphomes et myélomes : D/x2-3-4-5-6)[416—
424], du sein (D/x2-4-5-6)[419,425-431], du poumon (D/x71-4-5)[423,432-434], de la prostate
(Dix1-2-4)[435,430], du colon (D/x4)[437], dentaires (D/x2-3-4)[438,439], neurologiques (glio-
blastome : D/x2)[440], testiculaires (D/x6)[441], chorioniques (D/x4)[442—444] et ovariens
(DIx4)[445,446]. L’origine de cette expression anormale demeure inconnue dans la plupart des

cas.

De plus, des méthylations aberrantes des homéogenes Di/x ont été mises en évidence
dans les cancers du sang (D/x3)[420], du sein (D/x4)[447], du poumon (D/x7)[448] et des testi-
cules (D/x6)[441], de méme que dans les cancers du sang la présence de réarrangements chro-
mosomiques a proximité des loci des clusters D/x (lymphomes : locus D/x5-D/x6 ; leucémies :

loci Dix1-Dix2 et Dix3-Dix4)[418,449).

Concernant I'implication des génes Dix, avec leur partenaires Msx, dans la croissance
tumorale, les résultats publiés sont tres disparates néanmoins ils peuvent étre divisés en deux
catégories. Premicrement ces homéoprotéines via leurs interactions avec certains oncogenes
(AKT2[423]; IRS-2[4406]; P53 [450]; P63 [451]; V-Ki-ras [452]; v-raf [452]; GATA-1 [410]; c-
myc [416,421]; Bcl-2 [421,453]; TWIST[431]; DLXIN[454—457]), et leur capacité a moduler des
voies de signalisation (BMP[458]; FGF[445]; Hh[459]; Wnt [460,461]; TNFo [462]; vegf [445];
cyclin D1[463]) peuvent agir sur les processus de prolifération, différenciation et apoptose dans
la cellule tumorale. D’autre part, ces homéoprotéines peuvent étre impliquées dans la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) caractéristique de certains cancers : sein [431,464], estomac
[461] et pancreas [465]. La TEM est considérée comme une étape cruciale pour le processus de
migration métastatique vers l'os [466,467]. La question de I'implication des homéogenes Dix

dans les processus de métastases osseuses est ainsi posée.

4.5.2.2. Expression des D/x dans les cancers osseux
a. Métastases osseuses : tumeurs osseuses secondaires

L’expression des genes a homéoboite D/x dans les métastases osseuses a été unique-

ment rapportée pour les tumeurs du sein [430,431]. Une expression élevée de Dix4 dans les
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tumeurs primaires a été établie comme un facteur augmentant la migration, I'invasion et la dis-
sémination métastatique en augmentant Pexpression de TWIST qui est connue pour stimuler la
TEM [431]. De manicre intéressante, la surexpression de la Beta-Protein 1 (BP1), la protéine
codée par le second transcrit de ’homéogene D/x4, dans les tumeurs primaires des patients
n’est pas associée a une augmentation du risque métastatique mais elle est clairement associée
avec le grade histologique [419]. Ainsi ces deux protéines pourraient avoir des implications
différentes dans la tumorigeneése malgré qu’elles contiennent toutes les deux la séquence com-
plete de ’homéodomaine. Des études complémentaires seront nécessaires pour comprendre

une telle implication différentielle de ces deux protéines.

Une autre étude portant sur P'implication des homéogenes D/x a mis en évidence le fait
qu’une expression mutuellement exclusive des homéoprotéines DLLX2 et DLX5-6 était associée
au potentiel métastatique des cellules du cancer du sein [430]. Ainsi, Pexpression de DLX2 est
présente au site de la tumeur primaire et s’éteint dans la métastase alors que DLX5 et DLX6
sont fortement exprimés dans la métastase. De plus une corrélation significative entre
Iexpression de Dix2, le temps de survie sans maladie et 'incidence des rechutes a été rapportée
[430]. Cependant, un tel effet bénéfique de 'expression de DLX2 dans la cellule tumorale doit
étre pris avec précaution puisqu’il a été suggéré que DLX2 puisse étre impliqué dans la progres-
sion tumorale via la régulation du processus de nécrose induite par le stress métabolique [468].
Des études complémentaires seront nécessaires pour décrypter les bons et les mauvais aspects
de I'expression des homéoprotéines DLX lorsque I'on considere les capacités métastatiques des

cellules tumorales.

b. Tumeurs osseuses primitives

De manicre surprenante, alors que les schémas d’expression et les fonctions des ho-
méogenes D/x ont été largement étudiés au cours de 'ostéoblastogenese et dans I'ostéoblaste
mature, une seule étude a considéré I'expression/fonction de ces geénes dans les tumeurs os-
seuses primitives. Cette étude dédiée a la régulation de la sclérostine par les BMPs (Bone Mor-
phogenic Proteins) rapporte I'expression des D/x2-3-4-5-6 dans la lignée d’ostéosarcome hu-
main Saos-2. Les homéoprotéines codées, a I'exception de DLLX4, ont été montrées modulées
par les BMPs, et réguler 'expression de la sclérostine. Aucun commentaire ne fut fait concer-
nant expression inattendue des transcrits de D/x4 dans ces cellules ostéoblastiques tumorales.
En effet, comme mentionné précédemment, Dix7 et D/x4 ne sont pas normalement exprimés

au cours de 'ostéoblastogenese [469].
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OBJECTIFS DE LA THESE



La prise en charge thérapeutique des ostéosarcomes repose actuellement sur une poly-
chimiothérapie pré et postopératoire associée a une exérese chirurgicale plus ou moins large de
la tumeur. Bien que ce traitement ait largement contribué a 'amélioration de la survie des pa-
tients a 5 ans, ce dernier reste relativement toxique et mal supporté. De plus, lorsque des mé-
tastases sont détectées au moment du diagnostic ou que le patient développe une résistance au

traitement, le taux de survie a 5 ans n’est seulement que de 30%.

Depuis les années 1970, peu de progres ont été menés dans la prise en charge de cette

. . o , , .
pathologie qui touche principalement I'enfant. C’est pourquoi, au vu de ces arguments,
I'amélioration des connaissances sur les mécanismes moléculaires impliqués dans I’apparition et
le développement des ostéosarcomes est nécessaire afin de développer de nouvelles approches
thérapeutiques. Ces thérapies pourront étre développées soit pour cibler directement la cellule

tumorale, soit pour cibler le micro-environnement tumoral et bloquer le « cercle vicieux ».

Ainsi, P'ostéosarcome étant une tumeur survenant principalement chez l'enfant et
I'adolescent, il est concevable d’établir un lien entre cette pathologie et la croissance squelet-
tique. De plus 'ostéosarcome est une tumeur d’origine ostéoblastique, associée a la formation
d’os ectopique et a une importante ostéolyse péri-tumorale. Cela suggere que le (ou les) fac-
teur(s) en cause dans cette pathologie puisse(nt) étre impliqué(s) dans 'ostéoblastogenése ou la
régulation de la triade RANK/RANKIL/OPG, en partie liée a 'ostéoblaste. C’est pourquoi il a
été émis ’hypothese que les homéogenes de la famille Dix, exprimés au cours du développe-
ment précoce et de lostéoblastogenése, pourraient contribuer a la physiopathologie de

Postéosarcome.

De par ces hypothéses, les objectifs de cette these sont multiples et visent a approfon-
dir les connaissances :

» Sur le (les) role(s) que poutrait (ent) tenir les membres de la triade
RANK/RANKL/OPG dans la physiopathologie des ostéosarcomes, notamment en ce
qui concerne la formation d’os ectopique et I'ostéolyse tumorale,

» Sur le (les) roles des homéogenes Dix dans la physiopathologie des ostéosarcomes et
dans Postéoblastogencse,

» DLexistence dun lien entre la résorption osseuse controlée par la signalisation

RANK/RANKTL et les homéogenes de la famille D/x.
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MATERIEL ET METHODES



I- Modéles cellulaires

1. Lignées cellulaires

Les travaux de cette these ont été réalisés a I'aide de plusieurs modeles cellulaires com-
prenant d’une part des lignées d’ostéosarcomes murines (MOS-] [470], K7M2 [471] et POS-1
(Kanagawa Cancer Center)) et humaine (K-HOS [472]) et d’autre part des lignées « auxiliaires »
ayant servi a la production de virus, protéines ou a la validation d’outils (Tableau 10). Toutes
les cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI-1640 ou DMEM (Lonza, Basel, Suisse) addi-
tionné de 5% ou 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Hyclone, Logan, Etats-Unis) et de 1%

d’une solution d’antibiotique de pénicilline-streptomycine a 10 000 U/mL (Lonza).

Origine Milieu de culture
femme de 13 ans DMEM
K-HOS
(Yang et al. 1979) + 10%SVF
. _______________________________________|
MQOS-J Joliat et al. 2002
MOS-1 A3N -
C57BI/6
{prolifération lente) seuris / obtenue par dilution limite RMPI1640
MOS-J PG1 au sein du laboratoire +5%SVF
(prolifération rapide)
| souris C3H
: (Kanagawa Cancer Center)
souris BALB/c DMEM
K7M2
(Khanna et al. 2000) + 10%SVF

Tableau 10| Lignées d’ostéosarcomes utilisées au cours de ces études

2. Entretien et passage des cultures

Les cellules sont incubées sous atmosphére humide a 37°C et a 5% de COz. Le milieu
est renouvelé 2 a 3 fois par semaine. Lorsque les cellules arrivent a 90 % de confluence, elles
sont repiquées en réalisant un passage au tiers (1/3). Pour cela le milieu est retité, puis les cel-
lules sont lavées a I'aide d’une solution de Phosphate Buffer Saline 1X (PBS 1X) (Lonza).
Aptes quoi, 40 pL. de trypsine-EDTA a 10 000U/mL (Lonza) sont ajoutés par cm? de culture,
afin de décrocher les cellules. La réaction est stoppée apres 2 min en ajoutant 4 volumes de
milieu par volume de trypsine. La suspension cellulaire est alors centrifugée a 1 000 rcf (relative
centrifugal force), pendant 5 min a 20°C. Ensuite le surnageant est éliminé avant de reprendre

les cellules dans un volume de milieu approprié.
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II- Expérimentation in vivo

Toutes les expérimentations employant des animaux ont été menées en accord avec la
réglementation frangaise suivant des protocoles validés par le Comité d'Ethique en Expérimen-
tation Animale des Pays de la Loire (CEEA-PAL 00) et autorisés par le Ministere de
I’Agriculture. Les animaux utilisés ont été hébergés dans des conditions exemptes de patho-
genes, au sein de I’'Unité de Thérapeutique Expérimentale de la faculté de Médecine de Nantes,

avec un cycle jour/nuit de 12h et un acces libre a 'eau et a la noutriture.

1. Mode¢les murins

Les expériences 7 vivo ont été menées a I'aide de plusieurs lignées de souris différentes
afin de répondre aux différents besoins des études réalisées sur les genes Dix et la triade

RANK/RANKI/OPG.

1.1. Modé¢les conventionnels

Pour les expériences nécessitant un systeme immunitaire intact, des souris de fond gé-
nétique C57BL/6]JRj agées de 4 semaines (Janvier Laboratoires, Saint-Berthevin, FR) ont été
q ] ag > >

utilisées pour I'obtention d’ostéosarcomes par injection de la lignée cellulaire murine MOS-J.

Pour les expériences visant a étudier le role des lymphocytes T dans le développement
des ostéosarcomes, ou bien utilisant la lignée humaine HOS, des souris NMRI-nudes (Janvier),

souris immunodéprimées (déficientes en lymphocytes T), agées de 4 semaines ont été utilisées.

1.2. Modgéles spécifiques pour étude de la triade RANK/RANKL/OPG

Dans le cadre de I’étude de I'implication de la signalisation RANK/RANKL/OPG
plusieurs lignées de souris invalidées, transgéniques ou conditionnelles, toutes de fond géné-
tique C57BL/6JR, ont été utilisées :

e Souris RANKTg (Christopher Mueller, Strasbourg, France) présentant une surexpres-

sion de RANK dans la lignée myéloide.
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e Souris RANKIFox/Flox T ck-Cre obtenues apres croisement de souris RANIKILFlox/Flox
(Charles A O’Brien, Little Rock, Arkansas, Etats-Unis) et de souris B6.Cg. Tg (Lck-cre)
548Jxm/] (Chatles River France, I’Arbresle, France) afin de déléter spécifiquement
RANKL dans les lymphocytes T.

2. Génotypage des animaux

Les souris génétiquement modifiées ont été génotypées par réaction de Polymerase
Chain Reaction (PCR) a l'aide du kit Phire Animal Tissue Direct (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, Etats—Unis) en accord avec les instructions du fabricant. Brievement, apres
Pextraction de PADN génomique de la queue de 'animal, la PCR est réalisée sur 1 microLitre

(uL) d’extrait en utilisant les couples d’amorces (primers) ci-dessous (Tableau 11).

Couples primers Amplicon positif
= forward 5" ATGGACTACAAAGACGATGACGAC 3"
RANK'® 320 pb
reverse 5" TGCCAGGATCCACCGCCACCA 3!
forward 5" CTGGGAGCGCAGGTTARATA 3"
RANKL™ 251 pb
reverse S5'GCCAATAATTAAAATACTGCAGGAAA 37
: forward 5" ATGGTGCCCAAGARAGAAGAG 3"
iCre 300 pb
reverse 5" CAGGTGCTGTTGGATGGTCT 3"

Tableau 11| Amorces de génotypage des souris RANKTs, RANKLF /F et iCre

Par ailleurs, la bonne recombinaison des lymphocytes T dans les souris RANKILFlox/Flox
Lck-Cre a été vérifiée apres purification des lymphocytes T de la rate. Pour ce faire, au moment
du sacrifice des souris, la rate a été prélevée et conservée a 4 °C dans un tampon d’isolation
(PBS avec 2 % SVF et 2 mM EDTA). Apres quoi, les échantillons de rates sont perfusés avec
une seringue contenant du tampon d’isolation afin d’en récupérer les cellules. I’extraction est

jugée satisfaisante lorsque la rate s’éclaircit.

Le surnageant cellulaire est ensuite centrifugé pendant 5 min a 600 rcf afin de culotter
les cellules. Apres une étape de ringage avec du tampon d’isolation, une lyse des globules
rouges est réalisée a 'aide d’une solution hypotonique de pH égal a 7,4 (155mM NH4CI, 10
mM KHCOj3;, 100uM Na,EDTA) pendant 3 min. La réaction de lyse est ensuite stoppée par

I'ajout de 4 volumes de tampon d’isolation. Le culot cellulaire est alors repris et I'isolation des
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lymphocytes T est réalisée a ’aide du kit Dynabeads ® FlowComp ™ Mouse Pan T (CD90.2)
(ThermoFisher Scientific) suivant le protocole du kit. A la fin de lisolation des lymphocytes T,
une partie du culot cellulaire est fixée a 'aide d’une solution de paraformaldehyde a 4 % (PFA 4
%) afin de vérifier la pureté de I'extrait par cytométrie en flux a 'aide d’un anticorps anti-CD3
(clone 17A2, ref 555247, BD Biosciences, San José, CA, Etats—Unis) (voir en Annexe 1).
I’autre partie du culot est conservée a sec et a -20°C ou traitée immédiatement a I'aide du kit
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific). Une réaction de PCR est réali-
sée a l'aide du kit Phire Hot Start II DNA Polymerase en utilisant les amorces suivantes : 5’
GTAACAGTCGGCAGGAGTATTTATC 3 pour Iamorce sens, et 5 GGACA-
GAGCCTCCCTGGTTATGAA 3’ pour 'amorce antisens. La taille attendue des amplicons est
d’environ 1600 paires de bases (pb) si la recombinaison est correcte et d’environ 1800 pb dans

le cas contraire.

3. Induction des tumeurs 7z vivo

Les tumeurs sont induites par Iinjection intramusculaire de 1 a 3 millions de cellules
reprises dans 50 pl. de PBS. Expérimentalement, les animaux sont anesthésiés a 'aide d’une
combinaison air-isoflurane (1,5% ; 1L/min), puis rasés au niveau du site d’injection.
I’inoculation des cellules tumorales est ensuite réalisée en piquant 'animal au niveau du muscle

de la patte arriere gauche tout en cherchant le contact du tibia.

4. Suivi expérimental

Le poids et le volume tumoral sont mesurés tous les deux a trois jours. L.a mesure de la
tumeur est réalisée a I'aide d’un pied a coulisse, et le volume de la tumeur calculé a I'aide de la
formule suivante : (E x P x H)/2) ou E correspond a ’épaisseur ; P a la profondeur et H a la
hauteur de la tumeur. Les souris sont sacrifiées lorsque le volume de la tumeur atteint le vo-

lume maximum éthiquement acceptable : 2500 mm?3 soit 10 % du poids de I'animal.
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5. Injections de molécules

Dans le cadre de I’étude de 'implication de la triade RANK/RANKL dans la physiopa-
thologie de I'ostéosarcome, un anticorps bloquant RANKIL, IKK22.5 (Hideo Yagita, Juntendo
University, Tokyo), a été utilisé. Ce dernier, repris dans une solution de PBS-stérile, a été injecté

par voie intrapéritonéale trois fois par semaine a raison de 50 microgrammes par injection.

6. Nécropsie

La nécropsie des souris a été réalisée en sacrifiant les animaux par dislocation cervicale.
La peau est ensuite retirée enticrement en réalisant une incision au niveau de 'abdomen. Les
pattes arricres (tumeur et patte controle contra-latérale) sont alors découpées et placées dans
une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, Ftats-Unis).
La cavité thoracique est incisée afin d’examiner les poumons pour mettre en évidence la pré-
sence de métastase. Les lobes pulmonaires sont séparés et un comptage visuel des métastases

est réalisé. Apres quoi, ces derniers sont conservés dans une solution de PFA a 4%.

7. Histologie

7.1. Préparation des échantillons

Apres le sacrifice des animaux, les picces histologiques non calcifiées sont fixées pen-
dant 24 a 48h dans une solution de PFA 4% a 4°C. Apres quoi, les échantillons sont déshydra-
tés par des bains successifs au degré d’alcool croissant (70, 80, 95 et 100%), puis clarifiés par un
solvant intermédiaire (butanol ou toluéne) et imprégnés par de la paraffine a I'aide d’un auto-
mate de déshydratation (STP120, Microm, Brignais, France). Les échantillons sont ensuite in-
clus en paraffine puis coupés a 'aide d’'un microtome rotatif afin d’obtenir de fines coupes de

3um. Les coupes sont « défroissées » dans un bain-marie a 40°C puis étalées sur lame.

Concernant les picces histologiques calcifiées (tibia), ces dernicres apres étape de fixa-
tion sont décalcifiées dans une solution de PBS contenant 0,2% de PFA et 4,13% d’EDTA a
l'aide d’un automate micro-ondes KOS (Milestone SRL, Sorisole, Italie) pendant plusieurs

jours. La décalcification compléte des échantillons est vérifiée par radiographie a I'aide d’un
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systeme d’imagerie faxitron MX-20 (Faxitron, Tucson, AZ, Etats—Unis). Apres quoi, les échan-

tillons sont traités de la méme facon que les échantillons non calcifiés.

7.2. Coloration histologique

Les colorations histologiques (Trichrome de Masson, et coloration Hématoxy-
line/Eosine) sont réalisées a I’aide d’un automate de coloration HMS 740 (Microm) dans lequel
les échantillons sont déparaffinés et réhydratés par des bains successifs de toluene et d’éthanol

de concentration décroissante (100, 95, 80 et 70%).

La coloration au Trichrome de Masson, réalisée a 'aide de I'automate, permet de colo-
rer les fibres de collagéne en vert, les noyaux cellulaires en noir/violet et les hématies en

orange. Le protocole de coloration est le suivant (Tableau 12).

TRICHROME DE MASSON

SOLUTION TEMPS
Heématoxvline de Groat 15 min
Eau distillée 5 min
Fuchsine acide-Ponceau 5 min
Eau acétifiée 1% 10 sec
Orange G molvbdique 5 min
Eau acétifiée 1% 10 sec
Vert lumiere 5 min
Eau acétifiée 1% 10 sec
Alcool 100¢ 30 sec
Alcool 100° 30 sec
Toluéne 1 min
Toluéne 1 min

Tableau 12| Protocole du Trichrome de Masson
Apres coloration, les coupes sont montées entre lames et lamelles a 'aide d’un milieu

de montage non aqueux (Pertex). Les lames sont ensuite numérisées grace a un imageur de

lame Nanozommer 2.0 R-S (Hamamatsu, Hamamatsu City, Japon).
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7.3. Immunohistologie

Les immunomarquages sont tous réalisés de la méme facon a 'exception de certains
qui requierent un démasquage antigénique préalable ( Tableau 13). Dans un premier temps, les
coupes déparaffinées sont incubées en présence de lanticorps primaire spécifique de la pro-
téine a mettre en évidence ( Tableau 13), puis détectées a I'aide d’un anticorps secondaire de
chevre biotinylé dirigé contre 'espéce de I'anticorps primaire. Apres un blocage préalable des
peroxydases endogenes a ’aide d’une solution d’eau oxygénée a 3% (H202) pendant 10 min, le
signal de I'anticorps est amplifié par la liaison d’une streptavidine couplée a une peroxydase
(HRP). Enfin le signal est mis en évidence par I'ajout du substrat de la peroxydase, le diamino-
benzidine (DAB), permettant d’obtenir une coloration marron. Entre chacune de ces étapes,
trois lavages de 5 min sont réalisés a I'aide d’une solution tampon de PBS-Tween 0,1%. Pour
finir, une contre-coloration a ’hématoxyline et a 'éosine (HE) est réalisée et le montage de

I’échantillon entre lame et lamelles est réalisé grace a un milieu de montage non aqueux (Per-

tex).
Murins Humains
Référence Dilution Demasquage Référence Dilution Demasquage
. abl16667 M7240
Ki-67 1:100 C 1:100 C
(Abcam) (Dako)
ab75769 ab75769
CD146 1:800 E 1:800 E
(Abcam) (Abcam)
RANK-02 5c-9072
RANK 1:3000 C 1:50 C
(C. Mueller, Strasbourg) (Santa Cruz)
o ab109199 1500 c ab109199 1500 c
g (Abcam) ’ (Abcam) ’
ab22552 ab22552
Osx 1:1000 - 1:1000 -
(Abcam) (Abcam)
caspase 3 #9664 #9664
. . . 1:400 C . . 1:400 C
clivé (Cell Signaling) (Cell Signaling)

: tampon citrate pH=6 pdt 20 min a 97°C ou sur la nuit a 60°C
E: tampon tris EDTA pH=9 pdt 20 min a 97°C ou sur la nuit & 60°C

Tableau 13| Liste des anticorps primaires utilisés en immunohistologie

-93-




8. Remise en culture a partir de la piece tumorale

Dans certains cas, afin de vérifier la stabilité des lignées injectées ou pour remettre en
culture des métastases, des prélevements de pieces anatomiques ont été réalisés sur quelques
individus. Brievement, a la nécropsie, un morceau de la piece tumorale ou d’un lobe pulmo-
naire est placé dans une solution de PBS et conservé a 4°C. L’échantillon est ensuite lacéré afin
d’obtenir de petits morceaux qui seront incubés dans le fond d’une plaque 6 puits en présence
du milieu de culture correspondant a la lignée initialement injectée. Il est important d’adapter la
quantité de milieu de culture afin que I’échantillon soit immergé sans pour autant étre en sus-
pension. Apres 24 a 48h, le milieu est renouvelé et une amplification est réalisée afin d’évaluer

les niveaux d’expression.

9. Analyse par microtomographie 3D (uCT)

Les pattes des souris ont été numérisées a 'aide du microtomographe SKYSCAN 1076
(Bruker MicroCT, Kontich, Belgique). Cet appareil permet I'acquisition, la quantification et la
visualisation 3D des échantillons de facon non invasive. I.’acquisition des images a été réalisée a

I'aide du logiciel du constructeur. Les images sont acquises avec les parametres suivants :

e résolution 18 um ;
e source de rayon X 50 kV avec filtre Al 0.5 mm ;

e champ optique : 180 ° avec 'acquisition tous les 0.6° de deux images.

Aprés acquisition, les images sont reconstruites (moyenne des deux images), seuillées
(seuil : 0.004 -0.08) et converties (format BMP) a l'aide du logiciel NRecon (Bruker). I.’analyse
des coupes et la reconstruction 3D des images sont ensuite réalisées a I'aide des logiciels Da-
taviewer et CTvox (Bruker). I’analyse des parameétres osseux est, elle, réalisée a I'aide du logi-
ciel CTan (Bruker) sur 450 coupes et permet d’obtenir les paramétres suivants : volume (TV,
mm?) et surface (TS, mm?2) du tissu, volume (BV, mm?3) et surface de 'os (BS, mm?), le pour-
centage de volume osseux (BV/TV,%), le ratio surface/volume de 'os (BS/BV, mm?), et la

densité de la surface osseuse (BS/TV, mm3).
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ITI- Techniques

1. Génie génétique : modulation de I'expression des genes

Afin de modifier Pexpression génique de D/x4 (des D/x) (inhibition et surexpression)
ou de RANK, différentes méthodes ont été employées. Ainsi les surexpressions de D/x4 (des
Dix) ont été réalisées par transtection chimique au JetPEI (Polyplus, Illkirch, France) alors que
Pinhibition de D/x4 et la surexpression de RANK ont été induites par transduction avec des

particules lentivirales.

1.1. Induction de geénes par méthode chimique

Afin d’induire 'expression de D/x4 (des D/x) dans différentes lignées d’ostéosarcomes,
le clonage des différents transcrits a été entrepris afin d’obtenir des vecteurs d’expression euca-

ryote. Apres quoi, les plasmides ont pu étre transfectés par une molécule chimique : le JetPEI

(Polyplus).

1.1.1. Clonage du gene D/x4 murin

Afin d’obtenir un vecteur d’expression permettant la surexpression stable de D/x4 (des
DIx), nous avons cloné la majeure partie de PADNc de D/x4 amplifiée par PCR dans un vec-

teur pcDNA3.3 (ThermoFisher Scientific) suivant les étapes décrites ci-dessous.

1.1.1.1.  Amplification de ’ADNc de D/x4 par PCR

Un fragment de ’ADNc contenant toute la séquence codante pour la protéine DILX4
murine a été obtenu en réalisant une PCR sur un échantillon d’ADNc d’embryon de souris
(E12.5). Pour ce faire, la réaction a été réalisée dans un volume final de 20 pl. contenant 300 ng
d’ADNc, 50 mM de MgClz, 10 mM de dNTP, 5% de DMSO, 2 pL. de tampon 10X, 2U de Tag
Polymérase DNA Platinium HIFI (Invitrogren, Catlsbad, CA, Etats—Unis), et 10 uM de cha-
cune des amorces sens et antisens (Tableau 14). Le protocole de PCR suivant a été appliqué :
dénaturation initiale de 3 min a 95°C, suivie de 45 cycles d’amplification comportant chacun
une étape de dénaturation de 30 secondes a 95°C, une étape d’hybridation de 35 secondes a
52°C et une phase d’¢élongation de 1,5 min a 72°C. La réaction a été finalisée en réalisant une

étape d’élongation de 10 min a 72°C. Le produit PCR a ensuite été conservé a -20°C.
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Amorces Site enzymatique| Taille fragment

forward 5’-GCA act agt TCT CTG CCG GAA GAG-3’ Spel

DIx4 env. 1600 pb
reverse | 5'-CG gtttaa ACA GCG AGG AGC TAT GCC TG-3' Pmel

Tableau 14| Amorces de clonage pour DIx4

1.1.1.2.  Clonage par « TA Cloning »

Les produits de PCR obtenus ont été clonés dans les plasmides pcDNA3.3 ou pCR2.1
en aval d'un promoteur CMV grace au kit pcDNA™3.3-TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen)
ou au kit TA cloning® kit with pCR2.1 Vector (Invitrogen). Ces kits utilisent un vecteur linéa-
risé possédant a ses extrémités 5, un résidu thymidine non apparié. Le produit de PCR va étre
ligaturé au vecteur, a I'aide de la topoisomérase I ou de la T4 DNA ligase (en fonction du kit),
en exploitant Iactivité terminale transférase de la Tag Polymérase qui a la spécificité d’ajouter
un résidu désoxyadénosine (A) en 3’ de son produit. Les réactions sont réalisées suivant les

recommandations des différents kits.

1.1.1.3. Transformation et sélection des bactéries

Les transformations ont été effectuées avec une souche d’Escherichia coli DH50. ou Stbl3
déja compétente (Invitrogen). Celle-ci est réalisée en plagant 50 pl. de bactéries sur glace pen-
dant 10 min. Puis, 5 uL. du produit de « ligation » sont ajoutés. e mélange est replacé sur glace
pendant 30 secondes (sec). Un choc thermique est alors produit en plagant les bactéries dans
un bain thermostaté a 42°C pendant 45 sec puis sur glace pendant 2 min ; 0,9 mL de milieu
« Luria-Bertani (LB) » liquide sont ensuite ajoutés. Le mélange est incubé 1h a 37°C sous agita-
tion. Pour terminer, 200 pl. des bactéries sont étalés sur un milieu LB additionné d’ampicilline

(100 ng/mlL), afin de sélectionner les bactéries ayant incorporé le plasmide.

1.1.1.4. Mini-préparation ’ADN plasmidique

10 a 15 colonies isolées sont récoltées sur la gélose et remises chacune en culture dans
5 mL de milieu LB + ampicilline (100 pg/mL). Apres une nuit d’incubation a 37°C, sous agita-
tion, PADN plasmidique est extrait et purifié a I'aide du kit Nucleospin plasmid (Macherey-
Nagel, Duren, Allemagne) selon les indications données par le fournisseur. L’insertion du pro-
duit de PCR dans le plasmide est vérifiée en réalisant une digestion par enzyme Apal.l (New

EnglandBiolabs, Beverly, MA, Etats—Unis). LLa réaction est réalisée dans un volume de 20 ul.
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sur 5 ug ’ADN en suivant les recommandations du fournisseur. La migration du produit de
digestion est ensuite réalisée sur un gel d’agarose a 1,5% (+Bromure d’Ethidium) et en utilisant

comme tampon de migration une solution de Tris Acétate EDTA a 1X (TAE 1X).

1.1.1.5. Maxi-préparation d’ADN plasmidique

Les clones validés sont amplifiés en ensemengant 300 mL de milieu LB + ampicilline
(100 pg/mL). Puis, PADN plasmidique est extrait et purifié en utilisant le kit NucleoBondXtra
Maxi Plus (Macherey-Nagel). L’extraction est réalisée en suivant les recommandations du four-

nisseut.

1.1.1.6. Vérification des séquences

Les séquences des inserts clonés dans les différents plasmides ont toutes été validées
par séquencage a l'aide des différentes amorces « universelles » disponibles, ainsi que des
amorces de qPCR des genes cibles. Les réactions de séquencages ont été confiées a la société
Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne), qui en retour fournit les fichiers traces au format
ABI. A partir de ces fichiers, la séquence est reconstruite en assemblant les contigs a ’aide du

logiciel DNA Dragon (SequentiX, Klein Raden, Allemagne).

1.1.2. Transfection chimique au jetPEI

Les plasmides utilisés pour induire la surexpression des genes d’intérét ont été transfec-
tés dans les cellules a I'aide d’une solution de jetPEI (Polyplus). LLa formation des complexes a
été réalisée en suivant les recommandations du fournisseur. En pratique, la transfection est
opérée en plaque 6 puits, préalablement ensemencée (24h avant) a hauteur de 100 000 cellules
par puit (~50 a 60% de confluence au bout de 24h). Les complexes sont préparés en ajoutant 2
ug de jetPEIL contenus dans 100 ul. de NaCl a 150 mM, a 1 ug ’ADN plasmidique dilué de la
meéme facon dans 100 pL. de NaCl a 150 mM. 200 uL. de complexes sont ensuite déposés sur
les cellules. Apres 24h, les cellules sont sélectionnées a I'aide de I'antibiotique approprié (G418 :

500 pg/mL pout les plasmides pPCDNA3 ou pCR2.1).
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1.2. Induction ou inhibition de géne par méthode lentivirale

1.2.1. Etapes de préparation communes a la préparation des lentivirus
1.2.1.1. Production des particules lentivirales

Les particules virales ont été produites a I'aide de la lignée cellulaire HEK 293FT (op-
timisée pour la production de particules virales) et en utilisant le kit ViraPower™ Lentiviral
Expression Systems (Invitrogen). Ce kit fournit des plasmides auxiliaires permettant la synthese
des différents constituants des virus dans lesquels sera empaqueté le transgene d’intérét (short-

hairpin-ARN (shARN) anti-DIx4 ou transcrit de RANK).

Bri¢vement, ces manipulations sont réalisées en laboratoire de type I3 en se basant sur
le protocole de Dull et co/l. [473]. Pour ce faire, 6 x 10¢ de cellules HEK 293FT sont ensemen-
cées en milieu DMEM sans rouge phénol, et transfectées 24h aprés avec 3 pg de chaque plas-
mide auxiliaire (kit ViraPower™ Lentiviral Expression Systems) et 9 pg du plasmide contenant
le transgene d’intérét (RANK ou shARN-antiDIx4). De plus, afin de permettre la titration des
particules lentivirales, 0,9 pg d’un plasmide controle contenant la GFP sont ajoutés. La trans-
fection est réalisée a 'aide d’une solution de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en suivant les

instructions du fabricant.

Apres 48h d’incubation, le surnageant cellulaire qui contient les particules virales est
récupéré et filtré a travers un filtre 0,45 pm en acétate de cellulose (Merck Millipore,
Darmstadt, Allemagne) afin d’éliminer les débris cellulaires. Pour finir, les particules sont con-
centrées par ultrafiltration avec des tubes AMICON-Ultra 15 KD (Merck Millipore), puis con-

servées a — 80 °C.

1.2.1.2. Titration des particules lentivirales

Les productions de lentivirus sont titrées en infectant des cellules HEK 293FT afin de
connaitre le nombre de particules par pl. de surnageant. Pour ce faire, 20 000 cellules ensemen-
cées le jour précédent sont infectées avec plusieurs doses de virus : 0.5, 1, 5 et 10 L. Apres
72h, les cellules sont récupérées et le pourcentage de cellules transduites est évalué en analysant
le pourcentage de cellules GFP (Green Fluorescence Protein) par cytométrie en flux a l'aide
d’un cytomeétre FC500 (Beckman Coulter, Pasadena, CA, Etats-Unis). La concentration en

particules lentivirales est calculée en considérant que chaque particule infecte une cellule.
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1.2.1.3. Transduction des lignées cellulaires d’ostéosarcomes

Pour ce faire, 20 000 cellules sont ensemencées en plaque 24 puits, dans un volume de
400 plL de milieu complet. Le lendemain, les cellules sont transduites par les particules avec un
ratio de 30 a 100 particules par cellule. Apres 72h d’incubation, les cellules sont rincées 3 fois
avec une solution de PBS et passées en plaque 6 puits pour étre sorties de la structure L3. En-
suite, les cellules sont amplifiées en flasques de 25 cm? afin d’étre sélectionnées soit par un
antibiotique, puromycine 5ug/ml (Gibco, Grand Island, Ftats-Unis) (lenti-RANK) soit par tri
cellulaire (shARN) sur la base de 'expression de la GFP afin d’obtenir des lignées stables. Le tri
cellulaire est réalisé au sein du plateau technique de cytométrie en flux et de tri cellulaire de la
SFR Santé Francois Bonamy (Nantes), par un cytometre en flux FACSAria III (BD bios-

ciences).

1.2.2. Surexpression de RANK

La surexpression de RANK dans les cellules d’ostéosarcomes a été obtenue par la pro-
duction de lentivirus suivant les protocoles décrits précédemment, et en utilisant des plasmides
commerciaux comme vecteurs d’expression (source de transgene) : référence EX-O0007-
Lv105 et EX-Mm24198-Lv105 OmicsLink™ Expression vectors (GeneCopoeia, Rockville,

MD, Etats-Unis) contenant respectivement le transcrit de RANK humain ou murin.

1.2.3. Inhibition de I'expression de D/x4 (des D/x) par shARN

Pour cette étude, I'utilisation de shARN a été envisagée afin de diminuer spécifique-
ment la quantité d’acide ribonucléique messager (ARNm) (de transcrit donc de protéine) de
Dix4. Pour ce faire, la production de particules lentivirales a été retenue puisqu’elle permet
I'intégration d’ADN exogene dans le génome, avec une grande efficacité, et dans des régions
stables. Les lentivirus ont été générés a I'aide du plasmide pFG12 [474]. Ce plasmide contient
les séquences rétrovirales 5” et 3 LTR permettant I'intégration dans le génome de la cassette
transgene située entre ces deux éléments. La préparation de la cassette d’expression des
shARNSs et des particules lentivirales est décrite ci-dessous. Apres quoi, la production des lenti-

virus a été réalisée comme décrite précédemment.

-99-



1.2.3.1. Design des séquences shRNAs

Les séquences des shRNAs dirigées contre Dix4 ont été dessinées en respectant plu-
sieurs criteres décrits par Reynolds et co/. [475]. Ces séquences doivent étre spécifiques du gene
d’intérét et ne pas interagir avec un autre gene. Afin de conduire a la dégradation de PARNm
du gene cible, la séquence du shARN doit contenir une région parfaitement complémentaire
avec celui-ci, sinon il n’en résulterait qu’une inhibition partielle. Concernant la séquence
d’ADN servant a la synthese des shARNSs, il s’agit de deux oligonucléotides parfaitement com-
plémentaires a I'exception de leur extrémité 5’. D’autre part, la séquence choisie doit contenir
entre 40 et 50 % de GC pour assurer une structure stable, et ne pas présenter plus de 4 fois a la
suite la répétition d’une méme base. Trois séquences de shARN ont été dessinées, mais deux
ont été retenues apres la premiere étape de clonage, la troisieme s’avérant difficile a cloner. Les

séquences des shARNSs retenues sont présentées ci-dessous (Tableau 15).

Séquences (Duplex)

3’ GGGCGTAGACTTCACATTCTCARAGTTCTCTTGAGAATGTGAAGTCTACGAAAAACCTTTTCGA 5’
5" GATCCCCGCATCTGAAGTGTAAGAGTTTCAAGAGAACTCTTACACTTCAGATGCTTTTTGGAAA 37
3" GGGCGTTCGGGTCTTGGTAGATAAGTTCTCTATCTACCAAGACCCGAACGAAARACCTTTTCGA 57

shDIx4-207

shDIx4-670

5’ GATCCCCGCAAGCCCAGAACCATCTATTCAAGAGATAGATGGTTCTGGGCTTGCTTTTTGGAAA 3’

hDIx4-1128 3" GGGTTGGTCGAGGTCTACCTAARAAGTTCTCTTTAGGTAGACCTCGACCAAAAAAACCTTTTCGA 5’
s X3~

5’ GATCCCCAACCAGCTCCAGATGGATTTTCAAGAGAAATCCATCTGGAGCTGGTTTTTTTGGAAA 3’

Tableau 15| Séquences des shARNSs ciblant spécifiquement Dix4

1.2.3.2. Préparation de la cassette d’expression

Les oligonucléotides servant a la syntheése des shARNs sont dans un premier temps
clonés dans le plasmide pSUPER (Oligoengine, Seattle, WA, US), a la suite du promoteur H1.
Ce promoteur, reconnu par PARN polymérase III, permet une production endogeéne des
shARNs. Clest 'ensemble « promoteur H1 + duplex shARN » qui sera ensuite inséré entre les
séquences TR du plasmide pFG12. Pour la réalisation du clonage, des techniques précédem-

ment citées pour la création des plasmides de surexpression sont employées.

a. Formation des duplex shARNS : appariement des brins sens et antisens

Les oligonucléotides sens et antisens sont repris dans de 'eau a une concentration de
10 uM, puis apres dénaturation 10 min a 90°C, 40 picomoles de chaque oligonucléotide sont

repris dans un volume final de 40 ul. contenant 4 ul. de tampon 10X. Le mélange est alors
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incubé 10 min a 67°C puis 30 min a température ambiante (TA) afin de permettre

I'appariement des brins.

b. Ligation des duplex shARNs dans le plasmide pSUPER

Les oligonucléotides appariés sont clonés dans le plasmide pSUPER préalablement
linéarisé (Figure 34). Cette linéarisation est réalisée en digérant 2ug de plasmide, pendant 1h a
37°C, par les enzymes de restriction Bglll et HindIII (NEB). Ainsi, la ligation est réalisée en
placant 80 ng de plasmide linéarisé et 4 ug de duplex shARN dans un volume final de 20 ul en
présence d’1ul. d’enzyme T4 DNA ligase (Roche, Rotkreuz, Suisse). Ce mélange est alors incu-
bé une nuit a 4°C. Apres quoi, 'enzyme est dénaturée en incubant le mélange 20 min a 65°C.
Le produit de ligation est ensuite digéré par 'enzyme de restriction Bglll, afin d’éliminer les
plasmides qui se sont refermés sans incorporer de duplex shARN. En effet, la ligation des
shARNs induit une perte du site Bglll. Ensuite, la transformation de bactéries ultracompé-
tentes Stbl3 (Invitrogen), et la sélection des clones sont réalisées selon les protocoles précé-
demment cités. Des mini-préparations sont ensuite réalisées et I'insertion de la cassette vérifiée

par digestion enzymatique a I’aide des enzymes EcoRI et HindIII.

Bgll + Hindin

Xhol

pSUPER

3,176kb pSUPER

3,176kb

4;;,‘01?

Figure 34 | Stratégie de clonage dans le plasmide pSUPER permettant la récupération du
promoteur H1
Les oligonucléotides appariés (shARN) sont insérés en aval du promoteur H1 a I'aide des sites Bglll et Hin-
dIII. Le promoteur UbiC permet I'expression de la GFP (géne rapporteur).
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1.2.3.3. Insertion de la cassette H1-shARN dans le plasmide pFG12

Comme indiqué précédemment, le plasmide pFG12 contient les séquences 5’ et 3> LTR
permettant la production de particules lentivirales. Il contient également le gene codant la GFP

qui permettra la sélection des cellules transduites par tri cellulaire.

a. Préparation du vecteur pFG12 et de la cassette H1-shARN

Les vecteurs pFG12 et pSUPER-duplex-shARN sont linéarisés, séparément, par les
enzymes Xhol et Xbal (NEB). La digestion est réalisée durant 1h a 37°C, sur 2ug de plasmide
contenu dans un volume final de 50uL. Cette digestion permet d’une part de libérer la cassette
H1-duplex shARN du plasmide pSUPER et d’autre part de créer des extrémités compatibles
dans le plasmide pFG12 (Figure 35). Aprés quoi, le plasmide pSUPER est éliminé, en le cou-
pant a l'aide de I'enzyme Dral (NEB) qui ne coupe pas dans la cassette d’intérét. Enfin, les
mélanges sont incubés 20 min a 65°C pour inactiver les enzymes. Les digestions sont vérifiées

sur gel d’agarose a 1,5%.

b. Ligation de la cassette H1-duplex shARN dans le pFG12

Les protocoles de ligation, transformation, sélection des clones et de mini-préparations
sont similaires a ceux vus précédemment. Les enzymes utilisées different néanmoins. I.’enzyme
Hpal (NEB) a été utilisée pour éliminer les plasmides pFG12 religués sur eux-mémes, et les

enzymes Xbal et Xhol pour vérifier les mini-préparations.

Xbal Xhol
ShARN

[ Xbal|Hpal BstX1 Pacl

5'LTR 3'LTR
CMV |R |US GFPH wREU3A|R |US
Clal Clal
Miul 3 Sall ApaI
HKpn 1 Né);é 1 Pmel
RS
H3

Figure 35 | Séquence d’expression lentivirale du plasmide pFG12
La séquence contient entre auttes, le promoteur des shARNS, les éléments d’encapsidation et de réplications
lentivirales ainsi que le géne de la GFP sous contrdle du promoteur UbiC.
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2. Identification de nouveaux transcrits

Dans le cadre de I’étude des genes Dix, des techniques d’identification des transcrits
ARN ont du étre utilisées afin de confirmer la présence ou I'absence de transcrit alternatif.

Pour ce faire, plusieurs techniques ont été employées.

2.1. RACE-PCR

La Rapid Amplification of cDNA Ends-PCR (RACE-PCR) est une technique de PCR
permettant de déterminer les sites d’initiation (5°) et de terminaison (3’) des transcrits ARN en

connaissant une séquence partielle de ces derniers.

Pour ce faire, la séquence en 5’ est déterminée en réalisant la ligation d’un oligonucléo-
tide de séquence connue, apres I’élimination préalable de la coiffe qui laisse apparaitre un 5’
phosphate nécessaire a la réaction de ligation. Apres quoi, une réaction de reverse transcription
(avec un oligo polyT) suivie d’une étape de PCR (avec un primer spécifique au gene et a
I'adaptateur) permettent d’obtenir la séquence de extrémité 5° (Figure 36). La séquence en 3’
est déterminée de la méme fagon, mais en utilisant un oligonucléotide reconnaissant la queue

polyA des ARNm (Figure 36).

Détermination extrémité 5’

GeneRacer Primer
5’ primer Gene spécifique
s R .y G W= S y
Détermination extrémité 3’
Primer GeneRacer
Geéne spécifique 3" primer
L [_Exonx [ 1 Exonx’ }-ee [ Queuepolya | 3/
Séquence finale
5 [ Exon1 ' | Exon2 [} [ Exon3 | |Ex4 }-—{ quevepolya] 3’

Figure 36 | Principe général de la réaction de RACE-PCR

La ligation d’un adaptateur en 5’ apres avoir préalablement décoiffé les ARNm permet de synthétiser
Pextrémité 5° de PARNm a I'aide d’un primer fourni dans le kit (invitrogen) et d’un primer du gene cible.
Lutilisation d’un primer dans la région polyA ainsi que d’un primer spécifique permet également la détermi-
nation de Pextrémité 3.
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Dans le cadre de notre étude, les réactions de RACE-PCR ont été réalisées a I’aide du
kit « GeneRACER kit with SuperScript and TOPO TA cloning for sequencing (Invitrogen) »
en suivant les instructions du fabricant. Brievement les réactions de RACE-PCR sont réalisées
sur un échantillon d’ARN totaux dans des conditions exemptes de RNAse et de contaminants.
Apres quoi, ’échantillon de PCR est directement ligué par « TA cloning » dans un plasmide afin
de permettre le séquengage des fragments. Les étapes de clonage, d’amplification plasmidique

et de séquencage sont les mémes que celles précédemment décrites.

2.2. Northern-blot

La détection des transcrits de D/x4 (ou des génes D/x) a également été entreprise. Pour
ce faire, 12 ug d’ARN totaux ont été fractionnés sur un gel d’agarose dénaturant (1,2% agarose,
MOPS 1X, formaldéhyde 1,2 M) et transférés sur une membrane Amersham Hybond™ - N+
(Ge Healthcare). Aprés quoi la membrane est hybridée avec une sonde ARN marquée a la di-
goxygénine (DIG) synthétisée a partir d’un plasmide pBS-KS*, contenant le transcrit d’intérét,
et a 'aide du kit DIG Northern Starter Kit (Roche Applied Science, Penzberg, Allemagne). La
synthese de la sonde et les étapes d’hybridation sont réalisées comme préconisé par le fabricant
du kit. Enfin, la révélation est réalisée en ajoutant 1 ml de CDP-star (Roche Applied Science)
dilué au 1/10me; et le signal est acquis a I'aide d’un imageur a chemiluminescence G-Box (Syn-

gene, Cambridge, Royaume-Uni).

2.3. PCR « glissante »

L’analyse par PCR glissante consiste a utiliser une amorce située dans une région con-
nue et a utiliser plusieurs amorces en sens inverse qui s’éloignent au fur et a mesure de la pre-
miere amorce (Figure 37). Ainsi, 'éloignement croissant des amorges par rapport au point de
référence permet d’obtenir des cDNA de tailles croissantes jusqu’a larrét de la synthese. La
présence d’un intron pouvant étre déduite par 'absence d’une bande entre deux échantillons.
Dans ces expériences, les PCR sont réalisées de facon standard a I'aide du kit Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Les échantillons sont ensuite séparés sur un gel

d’agarose a 2%.
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Figure 37 | Principe général de la réaction de PCR « glissante »
Dans un premier temps, des réactions de PCR sont réalisées avec de multiples amorges dessinées en fonction

des séquences génomiques présentes dans les banques (A). Apres quoi, les échantillons sont séparés sur un

gel d’agarose (B).

3. Production de protéine taguée

Afin de valider la présence et la taille des protéines obtenues apres transcription 7 vitro
des nouveaux transcrits identifiés, ces derniers ont été clonés dans un vecteur permettant de

produire des protéines chimériques possédant un tag c-myc/6xHistidine (His) en C-terminal.

3.1. Clonage dans le plasmide pcDNA3.1 c-myc/6xHis

Les transcrits précédemment clonés dans des vecteurs d’expression pcDNA3.1 ou
pcDNA3.3 ont été sous-clonés dans le plasmide pcDNA3.1 c-myc/6xHis en respectant la
phase de lecture, et en éliminant le codon-stop (Figure 38). Pour ce faire, une réaction de
PCR, utilisant les mémes conditions que décrites précédemment, a été réalisée sur 100 ng de
plasmide linéarisé par 'enzyme Prul afin de produire I'insert en grande quantité. Les amorces
utilisées sont les suivantes: CMV_snabl fw (TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTA) et
DIx4 His_rev (TCTAGACTCGAGCGGCATCATCTGAGGCAGTGC) et contiennent des
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sites de coupures enzymatiques (Snabl et Xhol). Ces dernieres reconnaissent une partie du
CMV commune aux différents vecteurs, pour I'amorce sens, et la fin du transcrit de D/x4 qui
est commune aux trois isoformes pour 'amorce antisens. A noter que le codon-stop est sup-

primé lors de la PCR grace au remplacement des bases par 'amorce.

SnaBI (405)

(6269) Pvul

’ SnaBI (590)

o8
f"&
5
E

Xhot (576)

’9?’ Xbal (952)

kX A
{ LA

*y

B

=

PCDNA3.1-myc-His-A 3

pcnuycus;nsp Dix4 P i

SnaBI (590)

Xbal (908)

PCDNA3.1 dix4 c-myc 6xHis
6325 bp

Xhol (1808)
Xbal (1814)

Figure 38 | Stratégie de clonage des inserts dans le plasmide permettant I’ajout d’un tag c-
myc/6xHis

L’insert est amplifié par PCR a I'aide d’une amorce sens reconnaissant la partie CMV et a I'aide d’'une amorce

antisens reconnaissant la terminaison commune de D/x4. Grice aux sites de restrictions présents dans les
séquences des amorces, Pinsert est ensuite inséré dans le plasmide pcDNA3.1c-myc/6xHis en conservant la
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3.2. Production et purification de la protéine taguée

Apres amplification des plasmides selon les protocoles précédemment décrits, ces der-
niers sont transfectés transitoirement dans des cellules HEK 293FT. Pour ce faire, la transfec-
tion est réalisée dans une flasque de 75 cm?, contenant 6 millions de cellules, a I'aide d’une solu-
tion de JetPEI (PolyPlus), et en suivant les instructions du fournisseur. Apres 48h de culture,
les cellules sont rincées et une extraction des protéines est réalisée a 'aide de 10 mL de tampon
de lyse (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazole; 1% Igepal® CA-630, pH 8.0)
contenant 40U de benzonase (Sigma-Aldrich). L’extrait est alors conservé a — 80 °C ou immé-
diatement purifié a Iaide du kit Ni-NTA Spin Kit (Qiagen, Valencia, CA, Ftats-Unis) en se
basant sur le protocole fourni pour lextraction des protéines taguées a partir de lysats
d’insectes (p.25 ; Ni-NTA Spin Kit Handbook 01/2008). A la fin de la purification, les pro-

téines sont reprises dans un volume 300 uL.

3.3. Analyse des protéines par western-blot

La détection et I'analyse des protéines taguées sont réalisées aprés migration en gel de
polyacrylamide 15% suivant la technique décrite plus loin dans ce chapitre (voir {8 de ce cha-
pitre). La révélation des membranes est réalisée a I'aide d’un anticorps anti-6xHis tag (#2365,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, Etats-Unis) ou d’un anti-c-myc (référence 13-2500,

Invitrogen) diluée au 1/1000¢me tout en utilisant Panticorps secondaire adéquat.

4. Activité des protéases MMP2 et MMP9 : zymographie

Apres deux jours de culture en milieu complet, les cellules a confluence, sont incubées
24h dans un milieu sans sérum en présence ou en absence de traitement (par ex. : RANKL).
Apres cette période de culture, 'activité de MMP2 et MMP9 est analysée dans le surnageant par
zymographie en gel SDS-PAGE contenant 1mg/ml de gélatine (Sigma-Aldrich). Suite a
Iélectrophorese, les gels sont rincés, sous agitation, a I'aide d’une solution de 2,5% de Triton
X-100 pendant 30 min. Cette opération est renouvelée une deuxiéme fois afin de renaturer les
protéines en éliminant le SDS. Apres quoi, le gel est incubé pendant 24h a 37°C dans une solu-
tion de 50 mM Tris-HCI, 2mM CaCl2. Enfin, les gels sont colorés a ’aide d’une solution a 0.05
% de bleu de Coomassie G250 (20% isopropanol, 10 % acide acétique). L’activité des protéi-
nases apparait comme une zone incolore. Les images sont alors capturées a 'aide d’un imageur

G-box (Syngene).
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5. Migration cellulaire

Les cellules sont ensemencées a une densité de 1 x 105 cellules/ml dans la pattie haute
d’une chambre de Boyden (taille des pores : 8um) (BD Biosciences) contenant 0,7 ml de milieu
(1% SVF et 100 ng/ml de RANKL soluble ou non). La chambre de Boyden est alors immergée
dans une plaque 24 puits contenant 0,7 ml de milieu complet. Apres 24h d’incubation a 37°C,
les cellules a la surface du filtre, qui n’ont pas migré a travers le filtre, sont retirées a 'aide d’un
coton-tige. Les cellules restantes sont fixées a I'aide d’une solution a 1% de glutaraldehyde pen-
dant 10 min a température ambiante. Apres quoi, deux ringages a I'aide d’une solution de PBS
(pH 7,2) sont réalisés avant d’incuber les cellules durant 20 min avec une solution de cristal
violet a 20% afin de les colorer. Enfin, apres séchage, les cellules sont visualisées a I'objectif
x10 et comptées dans 5 champs en utilisant une caméra AxioVision (Carl Zeiss, Oberkochen,
Allemagne). Le nombre de cellules ayant migré est compté a I'aide du logiciel Image] (National
Institutes of Health, Rockville Pike, MA, Etats—Unis) et est évalué dans trois expériences indé-

pendantes (n=0).

6. Etude de la prolifération cellulaire 7z vitro

Deux mille cellules sont ensemencées dans des plaques de culture 96 puits, contenant le
milieu de culture approprié (avec ou sans traitement). Apres 48h d’incubation a 37°C, la viabili-
té cellulaire est déterminée par un test colorimétrique grace a 'ajout du réactif WST-1 (sel de
tetrazolium) - PreMix WST-1 Cell Proliferation Assay System (Takara, Madison, W1, Etats-
Unis) — sur une période de 6h. I’absorbance est lue a2 490 nm sur un lecteur de plaque Wallac

1420 Victor 2 (PerkinElmer, Waltham, MA, Etats—Unis).

7. Analyse transcriptionnelle

7.1. Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN a été réalisée sur des cultures de cellules confluentes en plaques 6
puits (9.6 cm?). Toutes les étapes sont réalisées a 4°C. Le milieu de culture est d’abord retiré et
un lavage avec 1 mL de PBS est opéré pour éliminer toute trace de milieu. Les cellules sont
ensuite lysées directement dans le puits a 'aide d’l mL de TRI Reagent (MolecularResearch
Center Inc, Cincinnati, OH, Etats-Unis). Les cellules sont grattées pour faciliter la lyse puis le

lysat est récupéré dans un microtube. 200 pul. de chloroforme sont alors ajoutés et le tube est
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retourné 4 a 6 fois afin d’homogénéiser. Apres une incubation de 10 min a 4°C, puis une cen-
trifugation a 16 000 g durant 30 min a 4°C, la phase aqueuse (phase supérieure) contenant les
ARN est récupérée dans un nouveau tube, en évitant de prendre de PADN (galette blanche).
Un volume de 500 pl. d’isopropanol est ensuite additionné afin de précipiter PARN.
L’ensemble est mélangé par retournement et incubé 1h a -80°C. Apres centrifugation a 16 000
g durant 15 min a 4°C, le surnageant est éliminé en prenant soin de ne pas toucher au culot,
puis 1 mL d’éthanol a 75% est ajouté pour un lavage du culot. Une nouvelle centrifugation a
16 000 g durant 15 min a 4°C est réalisée puis I’éthanol est retiré. Les culots sont mis a sécher
sur glace afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Les culots ’ARN sont alors repris délicatement

dans 30 pL. d’eau exempte de RNAse.

Apreés extraction, la quantité et la qualité des ARN sont déterminées a ’aide d’un spec-
trophotomeétre Nanodrop ND1000 (ThermoFisher Scientific). L.a qualité des ARN est jugée
satisfaisante lorsque le ratio 260/280 est compris entre 1,8 et 2,2 et le ratio 260/230 est com-

pris entre 2 et 2,2.

7.2. Reverse transcription (RT)

La réaction de réverse transcription a pour but de synthétiser les ADN complémen-

taires (ADNc) a partir des ARN messagers (ARNm).

La réverse transcription est réalisée a 'aide du kit « Maxima H Minus First Strand
cDNASynthesis Kit » (ThermoFisher Scientific). La réaction est opérée dans un volume final
de 20 pLL contenant 3 pg I’ARN, 100 picomol d’amorces hexamériques aléatoires « random
hexamer » (transcription des ARN totaux) et 10 nmol de dNTP. Aprées une étape préalable de
dénaturation, 5 min a 65°C, une pause de 5 min a 4°C est effectuée afin de permettre I'ajout de
4ul. de RT buffer 5X et 1ul. de Maxima H Minus Enzyme Mix. Puis le mélange réactionnel est
placé dans un thermocycleur et le cycle suivant est appliqué : 10 min a 25°C, 30 min a 50°C, 5

min a 85°C. Les ADNCc sont ensuite conservés a -20 °C.

7.3. PCR quantitative en temps réel — technologie SYBR green (qPCR)

La PCR quantitative est une technique de PCR qui repose sur la possibilité de suivre la
réaction d’amplification au cours du temps a l'aide de la fluorescence émise par un fluoro-

chrome s’intercalant dans les doubles brins ’ADN néoformés. La fluorescence émise est me-
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surée a la fin de chaque cycle. Pour déterminer la quantit¢é ’ADN présente initialement, on
détermine le nombre de cycles de PCR nécessaires pour obtenir une fluorescence supérieure au
bruit de fond et dans le début de la phase exponentielle de la réaction d’amplification. Ce point
particulier est appelé le Ct pour cycle seuil. Plus le cycle seuil sera faible, plus la quantité

d’ADN présente au départ sera élevée.

7.3.1. Approche expérimentale

Les PCR sont effectuées dans un volume total de 10 pLL en utilisant 2 . ADNc dilué
au 1/6eme, 5 pmol/uL de chaque amorce ainsi que 7,5 uL. de iQ SYBR Green Supermix (Bio-
rad, Richmont, CA, Etats—Unis). Les amorces utilisées pour les réactions de qPCR sont four-
nies en annexe (Annexe 2; Annexe 3). Un échantillon standard (embryon, lignée de réfé-
rence), de concentration connue, ayant subi la méme réaction de RT, que les échantillons
d’intéréts, est dilué au demi (1/2) puis en une série de 5 tubes avec une raison au 1/2.5 afin
d’obtenir une droite de référence (étalon) pour la quantification tenant compte de I'efficacité de

la PCR.

La qPCR débute par une étape de dénaturation pendant 10 minutes a 98°C. Ensuite 40
cycles d’amplification comportant une étape de dénaturation de 15 secondes a 95°C, une étape
d’hybridation de 15 secondes a 59°C et une phase d’élongation de 20 secondes a 72°C sont
réalisés. Une mesure de la fluorescence est effectuée apres chaque étape d’élongation. Enfin,
pour vérifier la spécificité de la PCR, une courbe de fusion est réalisée. Celle-ci correspond a
une montée progressive de la température de 50°C a 95°C avec lecture de la fluorescence tous
les 0,5°C. Dans cette approche les genes de la B-actine (ACTB) et de la glyceraldehyde-3-
phosphate déhydrogénase (GAPDH) ont été utilisés comme controles endogenes. En effet,

leur expression est considérée constante dans les différents échantillons.

7.3.2. Exploitation des résultats

I’exploitation des résultats a été réalisée par la méthode de quantification relative par
courbe étalon. Pour chaque point de gamme, la valeur de Ct est déterminée dans la phase ex-
ponentielle. Les valeurs obtenues permettent de tracer la droite Log (quantité) en fonction de la
valeur du Ct. Les valeurs des Ct de chaque échantillon sont alors converties en quantité grace a

la droite étalon.
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8. Etude de I'expression protéique

8.1. Extraction des protéines

Les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits afin d’obtenir une confluence au bout
de 48h. En cas de traitements, ces derniers sont ajoutés au milieu de culture apres 24h. Apres
un lavage au PBS, les cellules sont lysées a 'aide du tampon MPER (ThermoFisher Scientific)
additionné extemporanément du cocktail d’inhibiteurs Halt Protease Inhibitor Cocktail,
EDTA-Free (ThermoFisher Scientific), selon les procédures décrites par le fournisseur. Les
extraits protéiques sont ensuite dosés a I'aide du kit BCA (Sigma-Aldrich). Pour ce faire, dans
une plaque 96 puits, 10 pl de lysat protéique dilué au 1/10¢me sont mélangés a 200pL. de réactif

BCA (sulfate de cuivre dilué au 1/50:m¢ dans une solution d’acide bicinchoninique).

8.2. Western-blot

L’analyse des échantillons protéiques est réalisée par western-blot sur 40ug de lysat
protéique total (ou bien 60 ul. de protéine histidine purifiée). Les échantillons sont dilués dans
un tampon Laemmeli 4x, portés a ébullition 5 min a 95°C, puis chargés sur un gel de polyacry-
lamide dont le pourcentage varie en fonction de la protéine d’intérét (8% pour RANK, 12 a 15

% pour les isoformes de DLLX4).

Apreés quoi, une électrophorese d’environ 2h a 20 milliA/gel est effectuée afin de sépa-
rer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Une fois, la migration des protéines
terminées (tampon de migration : 25 mM Tris-base, 192 mM glycine, 0,1% Sodium Dodécyl
Sulfate), ces derniéres sont transférées sur une membrane de PVDF (PolyVinyliDeneFluoride ;
Millipore) en utilisant un systeme de transfert liquide. Pour ce faire, le montage est placé dans
une cuve contenant le tampon de transfert (25 mM Tris-base, 192 mM glycine, 20% méthanol)
et un courant de 100 milliA/cuve est appliqué pendant deux heutes a 4°C (trq : pour les petites

protéines, le transfert est réalisé sur la nuit a 40 milliAmpere/cuve).

Une fois le transfert terminé, les membranes sont rincées plusieurs fois en PBS-Tween
0,05%, puis saturées a 'aide d’une solution de blocage (Odyssey Blocking Buffer ; Li-cor, Lin-
coln, NE, Etats-Unis) pendant 30 min sous agitation. L.es membranes sont ensuite incubées sur
la nuit (a 4°C) avec lanticorps primaire (Tableau 16) dilué dans la solution de blocage. Apres
plusieurs lavages au PBS-Tween 0,05%, les membranes sont incubées durant 1 heure avec les

anticorps secondaires couplés a un fluorochrome (Li-cor) ou a la HRP (Santa Cruz Biotechno-
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logy Inc, Dallas, TX, Etats-Unis), dilués dans le tampon de blocage, et dirigés contre I'espéce
de lanticorps primaire. Les membranes sont ensuite lues et analysées a l'aide de I'imageur
Odyssey® Fc (Li-cor). Cet appareil est capable d’acquérir la fluorescence, comme la chimilumi-

nescence.

Espéces ves . _
Référence | Fournisseur Dilution
reconnues

RANK humain AF-683 R&D systems 1/ 2000
humain,

total p38 . 9212 CST 1/1000
souris
hospho p38 h in,

pROSpHo P amain 92115 csT 1/1000
(Thr180/Tyr182) souris
humain,

total ERK . 91028 CST 1/ 1000
souris
phospho-ERK humain,

. 91015 CST 1/ 1000
(Thr202/Tyr204) souris
humain,

GAPDH ) 2118S CST 1/ 1000
souris

. humain, .

B-actine . A5060 Sigma 1/ 1000
souris

His-tag - 23655 CST 1/1000

Tableau 16 | Listes des anticotps primaires utilisés en Western-blotting

9. Cytométrie en flux

Différents marquages ont été analysés par cytométrie en flux (RANK, CD3). Les
étapes nécessaires a ces marquages sont décrites ci-dessous et sont toutes réalisées a 4°C et
suivies d’une centrifugation de 2 min a 1500g. 100 000 cellules, préalablement récoltées ou pu-
rifiées, sont culotées dans une plaque 96 puits a fond conique. Aprés plusieurs lavages avec une
solution de PBS, les cellules sont incubées pendant 15 min avec une solution de blocage (PBS
supplémenté avec 10 % de SVF ou Human BD Fc-Block (BD Biosciences)). S’ensuivent plu-
sieurs lavages a I'aide d’une solution de PBS supplémentée en SVF (10%) avant d’incuber les
cellules pendant 30 min avec I'anticorps primaire directement couplé a un fluorochrome. Pour
finir, apres de nouveaux lavages, les cellules sont resuspendues dans une solution de PBS afin
d’étre analysées a I'aide du cytometre FC500 (Beckman Coulter), suivant les recommandations

du fournisseut.
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10.Etude du métabolisme énergétique

Une premicere étude du métabolisme énergétique a été initiée en collaboration avec le

Dr. Claire PECQUEUR, de I'unité INSERM U892 de Nantes (les détails techniques ne seront

pas abordés). Les tests de cette étude reposent sur utilisation des kits « XF cell mito » et « XF

glycolysis stress » (Agilent, Santa Clara, CA, Etats-Unis). Les mesures sont acquises et analysées

a aide d’un analyseur XFe24 Analyser (Agilent). Le principe de ces tests repose sur la mesure

de la vitesse de consommation d’oxygéne (OCR : oxygen consumption rate) et sur la vitesse

d’acidification du milieu extracellulaire (ECAR : Extracellular Acidification rate) en fonction de

I'ajout de différents inhibiteurs des voies étudiées (Figure 39). Ainsi, ces kits permettent

I’étude de la phosphorylation et de la glycolyse.

Cocr ATP Coupler ETCAccelerator  (AntimycinA

265
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Figure 39 | Exemple de résultats pour I’étude de la phosphorylation oxydative (A) et de la
glycolyse (B)

I’ajout progressif d’inhibiteur permet d’étudier les parametres clefs de ces deux voies.

10.1.  Etude de la phosphorylation

Les cellules sont placées dans un milieu spécifique contenant du glucose, du pyruvate et

de la glutamine. Puis, les inhibiteurs suivants sont ajoutés de facon progressive :

I'oligomycine inhibe PATP synthétase (complexe V) en bloquant le flux de protons,

le FCCP (Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) est un agent décou-

plant conduisant a la perméabilisation de la membrane mitochondriale,

Pantimycine et la roténone sont des inhibiteurs des complexes I et I1I respectivement.
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10.2.  Etude de la glycolyse

Les cellules sont conditionnées dans un milieu spécifique contenant comme unique
source d’énergie de la glutamine (absence de glucose et de pyruvate). Du glucose est ajouté

apres le début de I'expérience, puis les inhibiteurs suivants sont ajoutés de facon progressive :
e [loligomycine,
e le 2-DG (2-Deoxy-D-glucose) qui est un analogue du glucose permettant d’inhiber la
glycolyse.
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IV- Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel GraphPadPrism version 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, Etats—Unis). Pour les expériences i vivo, les résultats ont
été analysés par un test de Kruskal-Wallis. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne
* standard error of mean (SEM). Pour les expériences z vitro, un test de Student non apparié a
été réalisé. Les résultats sont présentés sous forme moyenne T strandard deviation (SD). Les

résultats sont considérés comme significatifs pour p<0,05. (***p<0,0001; **p<0,01; *p<0,05).
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Partie I :
Etude de Pimplication des DIx dans
la physiopathologie de

Postéosarcome



Une étude préliminaire du laboratoire portant sur I'expression des genes de la famille
Dix dans différentes lignées d’ostéosarcomes a permis d’affiner ’hypothése selon laquelle les
geénes D/x pourraient étre impliqués dans la physiopathologie de 'ostéosarcome. En effet, les
résultats obtenus ont montré que les six genes D/x étaient exprimés dans les lignées humaines
(Figure 40) ct que D/x1, Dix3 et Dix4 Iétaient dans les lignées murines (Figure 40).
L’expression de D/x7 et D/x4 dans 'ensemble des lignées testées est « anormale » puisque ces
geénes ne sont pas exprimés au cours de Postéoblastogenese physiologique (Figure 30), et tres

peu exprimée dans les différents tissus adultes.
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Figure 40 | Expression des génes de la famille DIx dans les différentes lignées
d’ostéosarcomes du laboratoire

Les résultats sont normalisés par rapport a la B-actine et ils sont rapportés a Uexpression dans les cellules
Sa0S2 pour les cellules humaines et a celle des cellules MOS-] pour les cellules murines.
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Au-dela de ces résultats, une analyse plus précise (lignées SaOS2 et MOS-J) a permis de
mettre en évidence une expression plus importante du transcrit de D/x4 comparativement aux

autres genes D/x (Figure 38).
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Figure 41 | Expression relative des génes de la famille DIx dans deux lignées de références
d’ostéosarcomes du laboratoire

L’expression relative des différents D/x a été analysée dans la lignée humaine SaOS2 (A) et dans la lignée

murine MOS-J (B) par qPCR.

Ces observations ont conduit a formuler hypothése selon laquelle D/x4 pourrait étre
impliqué dans les processus de prolifération tumorale, de néoapposition ostéoide et/ou
d’ostéolyse péritumorale. Consécutivement notre étude s’est principalement focalisée sur le

gene Dix4.

Afin de déterminer son implication dans la prolifération tumorale, une premicre ap-
proche consistant a utiliser des sous-clones (PG1, PG2 et A3N) dérivés de la lignée MOS-]
avec différents niveaux d’expression de D/x4 a été concluante (Figure 42). En effet, dans cette
expérience, une corrélation entre le niveau d’expression de D/x4 et la vitesse de prolifération a

pu étre observée i vivo comme in vitro.

-118-



>
o3

3000 Natives
Xk
PG1
1001 gzsoa P/ pa2
80 £ £2000 i -—
: T I |/
& 60- 21500 ’
£ 3 / / /
X 404 £1000 A
5 2l [ S
04 0 T T T T !
0 20 40 60 80 100
& N v D
é‘s‘?' Qc’ Q(’ \;-5 Temps aprés injection (jours)
X

Figure 42 | Données préliminaires concernant ’'implication de DIx4 dans la prolifération
tumorale
Expression de D/x4 (A) et suivi tumoral iz vive (B) des différents clones dérivés des cellules MOS-J.

L’objectif des travaux présentés dans cette partie était dans un premier temps de valider
Iimplication de D/x4 dans la prolifération tumorale puis dans un second temps d’analyser
I’éventuelle implication de D/x4 dans la néoformation osseuse tumorale et le « controle » de
P'ostéolyse péritumorale. La comparaison de sous-clones MOS-J avec des taux d’expression de
Dix4 différents n’étant pas suffisante a la démonstration, la stratégie expérimentale a consisté a
surexprimer Dix4 dans le sous-clone ayant la plus faible expression, et a invalider 'expression
de Dix4 dans le sous-clone ayant la plus forte expression, puis a analyser iz vitro et in vivo les

effets obtenus comparativement aux cellules non modifiées.

Pour ce faire, il était nécessaire dans un premier temps de créer les outils permettant de
surexprimer ou d’inhiber D/x4 dans les lignées tumorales, mais également de caractériser de
facon plus précise I'organisation génomique du géne D/x4 chez la souris. En effet, le gene D/x4

code pour deux isoformes chez ’homme : D/x4 et BP7 [470].
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I- Caractérisation du systeme DIx4 chez la souris

L’organisation génomique du systeme D/x4 est encore mal connue. En effet, bien que
chez 'homme, la présence de deux transcrits codant pour les protéines DLX4 et BP1 soit bien
définie, il semblerait qu’il existe d’autres transcrits (vatiants) hypothétiques comme le montrent
les annotations (expérimentales ou prédictives) présentes dans la base de données du National
Center for Biotechnology information (NCBI) (Figure 43), et dans les différents navigateurs

de génome comme Ensembl ou Vega.

Chez la souris (Figure 43), les données actuelles décrivent seulement un seul transcrit
codant pour la protéine DLLX4. Aucune donnée sur la présence de BP1 n’existe. Cependant,

plusieurs annotations et données expérimentales suggerent Iexistence d’un transcript antisens

de DiA4.

Génome humain

49,969 K 497K

[49.972K  [49.973K 49,974 K . |4997s K

Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 108, 2016-06-..
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Figure 43 | Annotations des génes DIx4humain et murin présentes dans la base de don-
nées du NCBI
Chez Thomme, la présence de deux transcrits codant pour DIx4 et BP1 est mise en évidence
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1748). Chez la soutis, un seul transcrit codant pour DLX4 est présent
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13394). Informations consultées en aott 2016.

Un screening des transcrits D/x4 et BP7 dans plusieurs lignées (ou cultures primaires)
d’ostéosarcomes et de glioblastomes révele que D/x4 et BPT sont exprimés de fagon importante
dans 'ensemble des échantillons analysés comparativement aux cellules souches mésenchyma-
teuses différenciées ou non (Figure 44). Ainsi, I’étude de 'implication de D/x4 dans la physio-

pathologie de 'ostéosarcome a I'aide de mode¢les de cellules murines nécessitait dans un pre-
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mier temps de valider I'existence de la protéine BP1 chez la souris. Pour cela, la recherche de
transcrit a été entreprise par des techniques de RACE-PCR, de PCR «glissante » et
d’hybridation (Northern-Blot).
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Figure 44 | Expression de DiIx4 et de BPIdans des lignées et cultures primaires
d’ostéosarcomes et de glioblastomes

Les expressions de D/x4 (A) et BP7 (B) sont normalisées par rapport a la f—2-microglobine et rapportées a
Pexpression dans les cellules souches mésenchymateuses non différenciées. Le ratio de I'expression de D/x4

sur celle de BP7 est également représenté (C).
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1. Identification de nouveaux transcrits de D/x4 chez la souris

1.1. Race-PCR

Plusieurs expériences de RACE-PCR ont été réalisées afin d’identifier de nouveaux
transcrits pour le gene D/x4 murin. Pour ce faire, des échantillons d’ARN d’embryon de souris

C57BL/6JRj et de cellules MOS-] ont été utilisés.

L’expérience de 5> RACE visant a mettre en évidence de nouveaux transcrits de par
leur site d’initiation en 5’ de 'exon 2 a été réalisée a 'aide de deux amorces antisens différentes.
Une amorce située dans 'exon 3, (mDIx4_qr2 ; 5 CTTGGGTAGACCCCAGATGA 3’) afin
de reconnaitre toutes les formes potentielles de D/x4, et une amorce chevauchant la jonction
Intron 1 — Exon 2, (GSP_cpll_grl ; 5 CTGGGAGGCAGAAGAACACTAAGC 3’) afin de
favoriser la découverte de BP1 dans le cas ou cette isoforme présenterait la méme structure que
chez ’homme. Apres clonages, plusieurs clones ont été obtenus (Figure 45) et purifiés afin

d’étre séquencés.

GeneRacer GSP_cpll_qrl mDIx4_qr2
5’ primer
Gene RACER Y i T
adaptor TR 1 Ex2 [ B3 r---
Primer mDIx4-qr2 Primer GSP_cpl1
MOS-J Embryon MOS-J Embryon

%1234512345123412345

DIx4 with shorter
5'UTR

Figure 45 | Clones obtenus a I’issue de ’expérience de 5> RACE
Apres Iétape de 5’RACE, des PCRs sont réalisées sur 'échantillon ’ADNc-RACE avec différentes amorces
de séquences connues. Le produit de PCR est alors cloné par TA cloning et les différents clones obtenus sont
purifiés et envoyés a séquencer.
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Parmi les séquences regues, plusieurs clones contenaient une partie seulement de la
séquence de I'ornithine décarboxylase, de au chevauchement en 3’ de quelques nucléotides de
I'amorce antisens GSP_cpll_qrl. Néanmoins, les autres clones obtenus notamment avec
I'amorce antisens mDIx4_qgr2 ont fourni des résultats plus concrets en identifiant plusieurs
transcrits de Dix4 avec des 5’UTR (untranslated region) plus ou moins longs. Cependant, les

clones analysés n’ont pas permis de mettre en évidence une forme BP1.

Concernant 'expérience de 3° RACE, permettant de déduire extrémité 3” des trans-
crits, celle-ci a été réalisée sur les mémes ARN (avec en plus des ARN de cellules PG1) en utili-
sant deux amorces sens différentes. La premicre amorce est située au sein de 'exon 3 de Dix4
(mDIx4_qf2 ; ’AGCTCCAACACCTGAACCAG 3’) et la deuxieme chevauche lintron 1 et
Iexon 2 (GSP_cpll_gfl ; SGCTTAGTGTTCTTCTGCCTCCCAG 3).

GeneRacer
GSP_cpll_gfl mDIx4_gf2 % primer
|=—=1 " =) =
----------- 1 Ex2 " NLB@L}-------1  polyA

3’RACEEmb  3'RACEMOS-)] 3’ RACE PG1

B A 7)Y o L R P e o )
) y

Figure 46 | Clones obtenus a ’issue de Pexpérience de 3’ RACE
Apres I’étape de 3’RACE, des PCRs sont réalisées sur ’échantillon I’ADNc-RACE avec différentes amorces
de séquences connues. Le produit de PCR est alors cloné par TA cloning et les différents clones obtenus sont
purifiés et envoyés a séquencer.
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Parmi tous les clones obtenus par cette expérience, aucun résultat probant n’est ressorti
mise a part la séquence du gene D/x4, confirmant ainsi que les différentes isoformes de Dlx4

possedent la méme terminaison (Figure 46).

1.2. PCR glissante

Dans un objectif similaire, I'identification de nouveaux transcrits a été abordée en réali-
sant des expériences de PCR glissantes. Pour ce faire, afin d’identifier de nouvelles extrémités
5’, les PCRs ont été réalisées en prenant une amorce antisens commune ('amorce mDIx4_qr2)
a toutes les réactions de PCR et une série d’amorces sens (Tableau 17). Cette série a été dessi-
née, en se basant sur la séquence génomique de D/x4, dans la région en amont de 'exon 2 de
Dix4, sur une zone de 1200 pb en essayant d’espacer les amorces d’environ 200 pb a chaque
fois. Apres migration des différents produits de PCR réalisées sur des cDNA d’embryon, la
courbe Log(nbr de base) en fonction de la distance de migration a été tracée afin de permettre

de déterminer précisément la taille des différents fragments observés.

Position (Nom) Séquence
-167 5' CAAGGCTTGTTCCACTGCAC 3'
-266 5' AGAACTCAAGAGCTGAAGCTTGTAT 3'
-384 5' GCTCAGCTCTCCACGAGTCTTTTGC 3
-733 5' AGTCTCAGTATCCCATAAAGTGGTC 3'
-1044 5' CCAGGGGACAGGATTTGAGGACC 3'
-1267 5' GAGTTCAGCAGTCCAGGCTGTCTTCC 3'

NS (-1521) 5' ATTGGAGTACGAGAGAGGGCTT 3'

mDIx4-Qr2 5' CTTGGGTAGACCCCAGATGA 3'

Tableau 17| Listes des amorces utilisées pour la PCR glissante en 5

Ainsi, dans les puits 11 a 14 (Figure 47), un fragment correspondant a la taille attendue
pour PADN génomique est bien observé a des tailles respectives d’environ 751, 791, 987 et
1441 pb (pour des tailles prédictives de 824, 883, 1040 et 1390 pb). En supposant que I'intron 2
de Dix4 murin, d’une taille de 319 pb, soit « splicer » comme pour la forme humaine de BP1, le
transcrit murin devrait se trouver dans ces mémes puits a une taille de 505, 564, 721 et 1071 pb.
C’est bien ce qui est observé, puisqu’une bande est retrouvée constamment sous la bande
d’ADNg dans les puits 11 a 14 avec une différence de taille constante d’environ 319 pb. De
plus, la détermination de la taille de ces bandes (428, 476, 634 et 1040 pb) est proche des va-

leurs théoriques. A partir de la position -733 en amont de 'exon 2, aucune trace de BP7 n’est

-124-



détectée, ce qui signifie que le début de la transcription de cet ARN se situerait entre -1044 et -

733 pb avant 'exon 2.

De fagon intéressante, une autre bande est observée dans ces puits avec une taille infé-
rieure a celle de PADNg et du transcrit de BP7. Cette bande est présente de facon constante et
possederait une centaine de paire de bases de moins que BP7. Ce nouveau transcrit sera nom-

mé BP2.

}17 }2( 1\3 }4‘ ii 1]?, Estimation Log(weight) = f{mm) Prediction size
] B ] genomic Conclusion
well primer position mm weight RNA
DNA
10 NS(-1521) 127 2364 gDNA
2178 1859
10 NS(-1521) 205 856 RNA
11 -167 215 751 gDNA
824 505
o 11 -167 258 428 RNA
1650 pb 12 -266 211 791 gDNA
B 12 -266 250 476 883 564 RNA
850 pb 12 -266 270 367 RNA
650 pb
500 pb 13 -384 194 987 gDNA
13 -384 228 634 1040 721 RNA
13 -384 244 515 RNA
14 -733 165 1441 gDNA
14 -733 190 1040 1390 1071 RNA
14 -733 202 890 RNA

Figure 47 | Produits obtenus a I’issue de la PCR glissante en 5’
Chaque réaction de PCR a été réalisée avec une amorce antisens commune et une amorce sens prise dans
Pintronl. Aprés migration, une estimation de la taille des fragments est réalisée et les données mesurées sont
fournies dans la table ci-dessus.

Afin d’aller plus loin dans cette analyse, la recherche de la terminaison de ces transcrits
a été entreprise en réalisant la méme expérience en 3. Pour ce faire, sur la base des informa-
tions obtenues, deux amorces sens situées dans la fin de l'intron 1 ont été utilisées (-733_qf et
mBP1_dect_fw), ainsi que de multiples amorces antisens prises dans la fin de 'exon 3 et de la
région 3’'UTR de D/x4 (Tableau 18). La position relative de ces amorces est donnée par rap-
port a la position du codon-stop de D/x4. Ainsi 'amorce +200_rev est prise a 200 pb de base
en aval du codon-stop, les amorces -113, -440 et -796 sont prises en amont du codon-stop.

Enfin, une amorce est prise a la fin de la région 3’UTR de D/x4.
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Position (Nom) Séquence
mBP1_Intron-733 5' AGTCTCAGTATCCCATARAGTGGTC 3'
mBP1_dect_fw 5' GGATGCGATGAGCTTATTAAG 3'
+200_rev 5" CAATATTCTCATACAGACAT 3'
primer_fin_utr 5' ACCTCCAGCAGGTCACTTCTT 3'
-113-rev 5' TTCTGGGCTTCCAACAATGTGTGC 3'
-440-rev 5' TGTTCCTGGAAGGGCTGTCTG 3'
-796_rev 5' TCACATCATCTGAGGCAGTG 3'
mDIx4-Qr2 5' CTTGGGTAGACCCCAGATGA 3

Tableau 18| Listes des amorces utilisées pour la PCR glissante en 3’

Les résultats obtenus avec 'amorce -700_qf (Figure 48) montrent que les différents
transcrits identifiés préalablement ont tous la méme terminaison. En effet, la migration des
différents produits de PCR met en évidence trois bandes, dont la plus haute est celle corres-
pondant a PADN génomique, qui sont toutes retrouvées aux alentours des tailles prédites, et ce
avec un espacement constant. Il est a noté que les amorces situées en aval de la terminaison de
Dix4 n’ont reconnu aucune séquence, cela signifie donc que les transcrits BP7 et BP2 ont la

méme terminaison que D/x4.

A
A B Prediction size for - 700_gf
-TDD_qf Bpl_dect_fw primers position genomic DNA BP1 mRNA BP2 mRNA
+200_rev 2475 2156 2027
primers_fin_utr 2851 2532 2403
-113_rev 2144 1825 1696
- 440 _rev 1817 1498 1369
- 796_rev 1439 1170 1041
mDIx4_qr2 1390 1071 942
B Prediction size for - primers BP1
primers position genomic DNA BP1 mRNA
+200_rev 1824 1505
primers_fin_utr 2200 1881
-113_rev 1493 1174
- 440 rev 1166 847
4 - 796_rev 838 519
—3 BP1 * . aDNA —> BP1 *, mDIx4_qr2 739 450
1: primers +200_rev 4 primers -440_rev
2 : primers fin 5 : primers -796_rev
3 primers -113_rev 6 : primers mDIx4_qr2

Figure 48 | Produits obtenus a I’issue de la PCR glissante en 3’
Les réactions ont été réalisées a chaque fois avec une amorce sens commune, soit 'amorce -700_gf (A) ou
Bpl_dect_fw (B), et plusieurs amorces antisens prises dans la fin de 'exon 3 et dans la région 3’UTR de
Dix4.
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Concernant les résultats obtenus avec la seconde amorce sens (mBP1_dect), il s’avere
que seul BP1 est détecté. Ceci suggere que cette amorce se situe dans un exon de BP1, mais

potentiellement dans un splicing de BP2.

Les produits de PCR obtenus avec les amorces -700_qf et -113_rev ont été clonés par
TA cloning, et ce afin d’étre isolés et amplifiés pour permettre le séquencage des transcrits BP7
et BP2. Les résultats obtenus (Figure 49) confirment les prédictions, c’est-a-dire que BP7 cot-
respond a un transcrit qui conserve au moins les 700 dernieres bases de 'intron 1 de D/x4 et la
terminaison exon2-exon3 de D/x4 (c’est-a-dire avec un splicing de l'intron 2 de D/x4). Pour
BP2, la séquence obtenue montre que la forme BP2 est identique a la forme BP7 a I'exception

d’un splicing de 129 pb juste avant le début de I'exon 2 de D/x4.

CAGCTGTTCCGGRAAGGCACCTGEAAGGTGATCTGCT CTGCGAGTTCAGCAGTCCAGGCTG
TCTTCCTTCGCGCTC TECTCGCTAT TACCCGAACTGCGCGETCCAGGCAGCCAAGARGGE
ATGGGTTETCECTTGGCTGCCEGCCCCGGETGAGCAGTAGAAGTCGGAGTAGGAGAGACE
AGACAGGCGCEEECGEEAGCECGEGCEEEAGCEGGAGCGEEAGCGGAAACCCAATGGTTT
TTCTGGGAATTGGCT GAGGTTGEAATCCAGGGGACAGGAT TTGAGGACCACAGCCCCCAR
GGCCACCGGTGAGGGATGTGGEEGAGETGAAGGCAGTGGTGACTGC GGCCCACGAGCAGA
GACCCTAACATCTGT TGGGTGAACCCAGCTARGAAT GEAT GEECAGCTGAAGCACAGAAG
CTGCTACTGCTGCCAGGATACAGGCAGGGACATCTCACCCGCTCTATTCTGEGGTCCTCA
TAGTAGACCTGCACGGAMAGAGECAGCTGTCACCCCAACATTTTGT CATCCCEGGCAGEE
ATTTTGCCTCTTCCCATTTCTCATCCCCTTGCACAGTCTCAGTATCCCATARAGTGGTCE
AGGTCGGGGCCCCGGTTTCAAGAAT GGARACCCATGCCCTCAATCT TGACGCCARCCTGA
AGCCGCTTCCTATAATAGTGGEEAGT TGGGEGECCTETGGEECACACCAGACCTTTTGCTAC
AGCCTACAGCCCAGCGATGACAATATAACRACCCGTATTGCTGGCGGAACATTARGCTTT
CCGGACCTGAATCAC TTTCCTTCTGAAGCARCCGCGCTGGGECCCGCAGGARATACATCT
TGTTTCTAGATCCCT GAAACTTTGAGTATTACTCTTAGGT TTCTTGAGTCTTTGATACAC
TGCTCTGCTCATCTC CAGACCTTAGCTCAGCTCTCCACGAGTCTTT TGCCCTGTTCTATT
CTAAGCAGGTCCACCAACCARCATACCAGCACCCTGCCACCCTGCAGGAGCCTGGGCACC
CTTACCCTGGCCCTT GECGATTTGTGTTCT TAGGTCCTATAGTGGTAGCTTCAGCAGGAL
ARGARCTCAAGAGCT GAAGCTTGTATTGACTGTTGC TGGTGTTGAAATGECAGGGATAGS
CAAGGCTTGTTCCAC TGCACACACACACCGAGACTCAGETTGATAG TGAAGGCTGC TGTT
GTTTTTGCTEATTEC CCATGETETEECATECGATGAGCTTATTAAGAAATGCCCGACTCA <  Intronde BP2
CCTGGTCCCTTTGCATGC TTACAGC TTAGTGTTCTTCTGCCTCCCAGAATCAGAGAAGCT
GECACTETCTCTGET GCCCTCCCAGCAGCAGTCCCTGACCAGGARGCTGCGCARGCCCAR
AACCATCTACTCTAGCCTGCAGCTCCAACACCTGAACCAGCGTTTCCAGCACACCCAATA
CCTGECCCTGCCCGAGAGAGCTCAGCTGEGCAGCACAACTCGEACTCACCCARACCCAGET
ARAGATCTGGTTTCAGAACAAACGCTCCARATATARGAAGCTCCTGAAACAGAGCTCTEE
GEAGCCEEARGAGGACTTCTCTEEEAGACCCCCCTCCCTGTCTCCCCACTCTCCAGCCOT
ACCATTCATCTGGGGTCTACCCAAGGCAGACACCCTGCCTTCCAGTGGCTATGACAACAG
CCACTTTGGTGCCTGGTATCAGCATCGCTCCCCAGATGTGCTGGCACTGCCTCAGATGAT
GTGAGTCTGEAGGEAGECTGETCAGACTTCAGCCCTCCTGTCAAGCCCAGGACCCGAGCA
CCTGCTCCCCTTCTGGGAGGAGAGGARACCAGCTCCAGATGGATTTTCTCAGAAGACAAG
ACACCGAAGGAGAAAAAGGGAAACAATGATCTCCAAGCCTGECTCTCCARAGCAGAGAGT L Exon 2-3 Dix4
TAGATCAGGGGCTTT GEACGECCACAATCTTECCACTCCCTCTCCTTCARATGACTGCAR
CCCCAAGCACAGCCC TAGGATCCAAACCAGGAAGAAAACAAATATTATTCCTGGCCTGCA
CCATGGEGECCCAGACAGCCCTTCCAGGARCARAAC CAGAAGTGGACACAGGGTCTGTGT
TETTGGECCACCATAGAGTCTCCGAC TTTCATTTACTAATTACTGETGETGGCCCAGTGAT
AGAGTGAGTGTTTAACATGTARAAGGCCCCAGCTCCAAAGCARAACTTGTGGACCTGTGE
GCAGCTTETGCTTCT CCGCTTTAAACGGCTCTCTAGCGCCATATCTACCCATTTTGAATT
GATAGCCATGGGCTTAATCGTCCATATAATTCAACAGTATGTATTAAGAGCCTAGGCCCA
CGACTCTCCATCCTTAACACCTAACAAGTTCACCTGCACACATTGTTGGAAGCCCAGAAG
GAGARATGGGACAAACAGATTACCAGGATCAGTGCAGGCATAGCTCCTCGCTEGTTGCCTC
GATCAAAGAAACTGC TCTCARATCACAAGCTATTAAAATGTATATATGTATT

Figure 49 | Séquences nucléotidiques des transcrits BPI et BP2
La séquence présentée, ci-dessus, dans son intégralité correspond a la séquence du transcrit BP7. La séquence
de BP2, elle, correspond a la méme séquence délétée des 129 pb soulignées et en italique. Ces deux transcrits
conservent l'intégralité des exons 2 et 3 de D/x4.
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1.3. Northern Blot

Un northern-blot a été réalisé sur différents échantillons d’ARN d’embryon (E12.5;
E14.5) et de cellule MOS-J. Apres migration et transfert, les blots ont été révélés a I'aide d’une
sonde reconnaissant ’ensemble de la forme longue de D/x4 ou d’une sonde reconnaissant seu-
lement la partie Ex2/Ex3. Les résultats obtenus semblent mettre en évidence plusieurs trans-
crits (Figure 50). D’une part, la détection d’une bande a environ 2,5 kb confirme la présence
de Dix4 dans les cellules MOS-J. En effet, la taille théorique du transcrit est de 2,3 kb. D’autres
parts, plusicurs bandes sont observées aux alentours de 1,4/1,6 kb suggérant la présence
d’autres transcrits. Il pourrait s’agir de BP7 pour la premicre forme, puisque le transcrit BP7

humain a une taille théorique de 1,4 kb. La deuxieme forme pourrait étre BP2.

Sonde Sonde
DIx4 total DIx4 Ex2-Ex3
A B C A B C
L . R e '

o !

285 (4,7kb)  mmp
Dix4 (~2,5kb) ~ wmmp i :
185(1,9kb) wmmp ““ '
BPlandBP2  mmmp s 11
Small RNA ? =

A : MOS-J total RNA
B : mouse embryo E12.5
C: mouse embryo E 14.5

Figure 50 | Northern Blot révélé avec des sondes reconnaissant toutes les formes de DIx4
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1.4. Prédictions bioinformatiques de 'organisation des transcrits

Sur la base des données de séquencages obtenues aprés la technique de PCR « glis-
sante », des prédictions de phases ouvertes de lecture ont été réalisées a I'aide de I'outil ORF
finder (NCBI). Ces prédictions ont permis de déterminer une organisation des transcrits BP7 et

BP2 (Figute 51).

Exon 2 ,"‘\\ Exon 3

1

-~
~~~~~
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~~~~~
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- protein ATG stop

\,
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MRNA BP2 -'I \%//%/ %
r L}

129 pb
ATG P 162 AA
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Figure 51 | Structures des transcrits BP1 et BP2 et des protéines codées
Prédiction des phases ouvertes de lecture a partir des transcrits de D/x4

Ces prédictions semblent indiquer que le transcrit BP2 a la capacité de coder pour une
protéine de 162 acides aminés qui conserve ’homéodomaine de DLX4. D’apres ces mémes
prédictions, il s’avere que la forme BP7 ne coderait a priori pour aucune protéine, puisque son
initiation (a I'aide du méme codon que BP2), est stoppée par plusieurs codon-stop. Ces codons
étant présents dans le splicing de 129 pb, cela permet d’obtenir BP2, suggérant I'idée que BP7
puisse étre une forme de prémessager de BP2. Les séquences des protéines BP1 et BP2 sont

fournies ci-dessous (Tableau 19).

Séquence protéique

BP1 MAGIGKACSTAHTHRDSGStopStopStop
MAGIGKACSTAHTHRDSESEKLALSLVPSQQQSLTRKLRKPRTIYSSLOLOHLNQRFQHT

BP2 QYLALPERAQLAAQLGLTQTQVKIWFONKRSKYKKLLKQSSGEPEEDFSGRPPSLSPHSP
ALPFIWGLPKADTLPSSGYDNSHFGAWYQHRSPDVLALPQMM

Tableau 19| Séquences protéiques de BP1 et BP2
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2. Screening de tissus et de lignées cellulaires pour 'expression de

BP7 et BP2

L’analyse de plusieurs échantillons d’extraits d’embryons, de tissus ou de cellules a
permis de mettre en évidence que BP7 est principalement exprimé de facon stade spécifique a
E10.5; E11.5 et E12.5 (Figure 52). En ce qui concerne BP2, il est retrouvé seulement a E12.5.
Par ailleurs, BP7 serait également exprimé dans les cellules MOS-] PG1, K7M2 et POS-] (résul-
tats non montrés). Aucune autre détection de BP2 n’a été faite dans ces différents échantillons.
Un screening plus large, notamment par PCR quantitative, d’'une multitude de tissus et de li-

gnées serait nécessaire afin d’avoir un apercu de 'expression de ces transcrits.

E12.5

E 11.5

oS
Cerveau
Rein
MOS-J PG1
Foie

=
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£ = 9o o = «d o3 —dg =
(s} s a o0 Talsiigis e C o o
w w wa w w w w
==
= -
3000 pb & —
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BP1—> —— -

1200 pb
1000 pb

500 pb

BP2—>

Figure 52 | Analyse de la présence des transcrits de BPI et BP2 dans divers tissus et cel-
lules par PCR standard
Des PCR ont été réalisées a I’aide de 'amorce sens -700_fw et de 'amorce antisens mDIx4_qr2 utilisées pour
Pexpérience de PCR glissante.

Les échantillons étudiés par PCR standard ont ensuite été analysés par PCR quantita-
tive. Les données recueillies montrent que D/x4 est exprimé de facon tres faible dans la majori-
té des tissus analysés et de facon plus importante dans I'os (moelle osseuse incluse) et dans
I’embryon avec un pic d’incidence a E12.5 (Figure 53). Confirmant les analyses préliminaires,
la présence de D/x4 est relevée dans les trois lignées murines d’ostéosarcomes (K7M2, POS-1,

MOS-)).
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Relative Expression
(normalized by GAPDH)

Dix4 mRNA BP1 mRNA BP2 mRNA
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Figure 53 | Analyse transcriptionnelle des transcrits DIx4, BP1 et BP2 dans divers tissus et
cellules

Des PCR ont été réalisées a I'aide de "'amorce sens -700_fw et de 'amorce antisens mDIx4_qr2 utilisées pour

Pexpérience de PCR glissante.

En ce qui concerne BP7, ce transcrit est surtout retrouvé dans embryon a E12.5 et
dans los, alors que expression de BP2 est plus variée. En effet, 'expression de BP2 est détec-
tée dans le rein, l'os et 'embryon au stade compris entre 10.5 et 12.5 et au stade 14.5. De fagon
intéressante, 'expression de BP2 semble diminuer progressivement entre les stades embryon-
naires 10.5 et 12.5. Ainsi il semblerait intéressant d’analyser I'expression de BP2 a des stades

embryonnaires plus précoces.

Enfin, parmi les lignées murines d’ostéosarcomes, seule la lignée K7M2 semble expri-

mer BP2, quant a BP7 il n’est pas exprimé dans ces lignées.

3. Confirmation de Pexistence d’une protéine pour BP2

Afin de valider Pexistence d’une protéine pour BP2, et de confirmer sa séquence en
particulier son site d’initiation, il a été décidé de surexprimer le transcrit a 'aide d’un plasmide
permettant d’ajouter un tag c-myc/6xHistidine a I'extrémité C-terminale de la protéine. Dans le
méme temps, le transcrit de D/x4 a été traité de la méme facon afin d’avoir un controle du
fonctionnement du systeme. Apres production de la protéine BP2 dans des cellules HEK
293FT, cette dernicre a été purifiée et analysée par Western-blot a I'aide d’un anticorps anti

6xHistidine.
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Le résultat obtenu permet de valider le fonctionnement du systeme puisque la protéine
D/x4 est retrouvée a sa taille habituelle (Figure 54). En ce qui concerne le transcrit BP2, celui-
ci a produit une protéine dont la taille est d’environ 18 kDa (Figure 54). Ce résultat est proche
de celui attendu puisque la taille prédictive de cette protéine est d’environ 16 a 17 kDa, suggé-
rant ainsi que linitiation de la protéine se fait bien a I'endroit prédit. Néanmoins, une purifica-
tion de plus haute qualité est nécessaire afin de permettre de séquencer la protéine. Ce séquen-
cage permettra ainsi de confirmer la séquence de la protéine afin de produire un anticorps spé-
cifique dirigé contre cette derniere (sur les 10 premiers AA) pour réaliser un screening de tissu

par immunohistologie.

Dix4 BP2
NT CAT  Dix4 6 xHis BP2 6 xHis

130 kDa
100 kDa

55 kDa

35 kDa
nv. 18kDa)

15 kDa
10 kDa

Figure 54 | Détection de la protéine BP2 marquée a ’aide d’une séquence c-myc/6xHIS
Apres purification et migration, les extraits protéiques des cellules controles (natives (NT), ou vecteur vide
(CAT)), des cellules surexprimant les formes non taguées (DIx4 ou BP2) ou taguées (DIx4 6xHis et BP2
6xHis) de D/x4 et de BP2 sont révelés a I'aide d’un anticorps reconnaissant le tag 6xHis.
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II- Modulation du systéme DIx4 dans des ostéosarcomes

murins

Iobjectif principal de ces travaux était de valider 'implication de D/x4 ou de ses autres
transcrits dans la prolifération tumorale. En effet, une premiere approche basée sur I'utilisation
de sous-clones de la lignée cellulaire MOS-J exprimant de facon différente D/x4 s’est avérée
concluante. Pour valider ces observations, la surexpression de D/x4 dans le sous-clone A3N,
ayant la plus faible expression de Dix4, a été réalisée a I'aide d’un plasmide dans lequel a été
inséré PADNc de D/x4. Si ’hypothese de départ est valable, 'augmentation de la prolifération
des cellules A3N devrait étre visible. Dans le méme temps, I'invalidation de Pexpression de
Dix4 dans le sous-clone PG1, ayant la plus forte expression, a été réalisée par une approche
d’ARN interférence ciblant spécifiquement D/x4. Par ailleurs, afin de comprendre le réle du
transcrit BP2, celui-ci a été transfecté dans les cellules A3N et PG1 dans le but d’observer si le
transcrit a un role dans la prolifération tumorale de fagon dépendante ou non de I'expression

de D/x4 (ratio).

1. Etude de implication de D/x4 dans la prolifération tumorale

1.1. Surexpression de D/x4

Le vecteur d’expression de D/x4, obtenu en clonant la majeure partie de PADNc de
Dix4, a été transfecté dans le clone A3N. Aprées une sélection des cellules ayant intégré le plas-
mide de fagon stable, le niveau d’expression de D/x4 a été évalué par RT-qPCR dans les diffé-
rentes cultures. Les résultats obtenus (Figure 55) pour les cultures utilisées lors de
Pexpérimentation 7z vivo sont présentés ci-dessous. Les deux cultures retenues, A3ND1 et
A3ND4, surexpriment bien D/x4 par rapport au clone natif A3N. I’A3ND1 surexprime 6 fois
plus Dix4 que la cellule A3N native et TA3ND4 le surexprime 40 fois plus. Au final, ceci per-
met d’avoir une culture exprimant D/x4 de facon équivalente au PGI1, et une culture

Pexprimant beaucoup plus.
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Figure 55 | Analyse de Pexpression transcriptionnelle de DIx4 dans les cellules A3N le su-
rexprimant
L’expression des transcrits de D/x4 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les
cultures surexprimant DIx4 (A3BND1 et A3BND4). Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au
transcrit de PACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons £ écart-type. Test de Student : **p<
0.01 ; * p< 0.05 ; ns : non significatif.

Préalablement a Pexpérience iz vivo, des tests de viabilité cellulaire iz vitro (WST-1) ont
été réalisés. Les résultats de ces tests ne montrent aucune différence significative des capacités
prolifératives des cellules ABND1 et ABNDA4, surexprimant D/x4, par rapport aux cellules na-
tives A3N (Figure 56). Cependant, ces tests de viabilité confirment la différence de proliféra-

tion entre les cellules A3N et PG1.

300 -

200 4

100

Cell viability compared
to the control

0 T T
A3N PG1 A3ND1 A3ND4

Figure 56 | Viabilité cellulaire des clones A3N surexprimant DIx4

Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SD rapportée a la cellule A3N.
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Par la suite, les cultures surexprimant D/x4 ont été injectées a des souris C57BL/GJR]
afin d’établir un suivi de la vitesse de progression tumorale. Les résultats obtenus montrent
clairement qu’il n’y a pas de différence significative de prolifération 7z vivo entre les tumeurs
induites par Iinjection de cellules natives (A3N) ou surexprimant D/x4 (Figure 57). Un départ
rapide de la croissance tumorale avec les cellules surexprimant D/x4 n’a pas été observé comme
cela aurait pu étre attendu (similaire au PG1). Toutefois, une légere hétérogénéité est observée
dans la vitesse de prolifération au sein des groupes de souris injectés avec les cellules modifiées
pour surexprimer D/x4. I’ensemble de ces résultats est cohérent avec les données obtenues 7

vitro a ’aide du test de viabilité cellulaire.
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Figure 57 | Effet de la surexpression de Dix4 sur la vitesse de prolifération des clones A3N
In vivo

Chaque groupe de souris a été injecté avec 3 millions de cellules A3N (A), ABND4 (B) ou A3ND1 (C). Le

nombre d’individus pour chaque groupe est respectivement de (n=4), (n=5) et (n=0). La valeur moyenne des

volumes tumoraux pour chaque groupe d’individus + SEM a été représentée (D) et la différence de proliféra-

tion testée avec un Test de Kruskal-Wallis.
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1.2. Inhibition de D/x4 par shRNA

La lignée MOS-J PG1 a été transduite a I'aide de différentes particules lentivirales con-
tenant la séquence de shARN dirigée contre D/x4. Aprés une premicre amplification, les cel-
lules ont été triées patr rapport a Pexpression de la GFP, permettant d’obtenir des populations
oligoclonales exprimant les shARNSs. Les cellules ont ensuite été étudiées pour I'expression de
Dix4. Les résultats obtenus montrent que le shARN 207 diminue de 30% I'expression de D/x4,
méme si ce résultat ne ressort pas signicatif (Figure 58). Concernant le shARN 1128, celui-ci

permet de diminuer de 70 % I'expression de D/x4 (Figure 58).
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Figure 58 | Analyse de ’expression transcriptionnelle de DIx4 dans les cellules PG1 trans-
duites par les shARN anti-DiIx4
L’expression des transcrits de Dix4 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les
cultures transduites par les sh207 et sh1128. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au
transcrit de PACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons £ écart-type. Test de Student : * p<
0.05 ; ns : non significatif.

Apres validation des niveaux d’expression du gene D/x4, le clone PG1 et ses formes
transduites par les shARNs (sh207 et sh1128) ont été injectés a des soutis C57BL/6JR]. Les
résultats concernant le suivi de la progression tumorale de ces animaux sont fournis ci-dessous
(Figure 59). Le suivi individuel des animaux pour le sh207 (Figure 59-A) et le sh1128
(Figure 59-C) permet d’observer que la progression des tumeurs induites n’est pas homogene
au sein des différents groupes d’animaux, contrairement a ce qui est habituellement observé
avec les cellules PG1. De plus, alors que les cellules PG1 induisent une tumeur dans 100 % des

cas, cela ne semble pas étre le cas pour le sh1128.
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Figure 59 | Etude de I’effet de 'inhibition de DIx4 sur la vitesse de prolifération du clone
PG1 in vivo
Chaque groupe de souris a été injecté avec 3 millions de cellules PG1-sh207 (A) ou PG1-sh1128 (C) et com-
paré a un autre groupe de souris ayant recu les cellules natives PG1 (B et D). Au sein des différents groupes
(A) et (C), les individus présentant un développement tumoral similaire ont été regroupés afin de comparer
leurs tendances par rapport aux individus ayant recu les cellules PG1. La valeur moyenne des volumes tumo-

raux pour chaque groupe d’individus £ SEM a été représentée et la différence de prolifération testée avec un
Test de Kruskal-Wallis.

L’étude des résultats obtenus avec le sh207 (Figure 59-A) met en évidence Iexistence
de deux groupes distincts (Figure 59-B) : un groupe de deux individus ayant une croissance
tumorale identique a celle de la cellule PG1, et un autre groupe de trois individus, dont les tu-
meurs sont parties avec environ 10 jours de retard. Ces résultats suggerent que le sh207 a bien
un effet inhibiteur sur D/x4, malgré les observations non significatives faites sur I'expression de

ce transctit.
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En ce qui concerne le sh1128, I'analyse des courbes de progression tumorale (Figure
59-C) permet également d’observer deux groupes d’individus distincts (Figure 59-D) : trois
individus dont la progression est similaire aux cellules natives PG1, et deux individus dont la
tumeur est partie trés tard voire pas du tout. De la méme facon, ce shARN qui induit une
baisse de 'expression du transcrit de D/x4 de 70% semble retarder ou inhiber la croissance

tumorale chez certains individus uniquement.

L’ensemble des résultats obtenus semble étre en accord avec ’hypothese selon laquelle
Dix4 jouerait un role dans la prolifération tumorale. En effet, malgré la présence d’individus
chez lesquels les shARNs ne semblent pas avoir d’effet (3 individus pour le sh1128 et 2 indivi-
dus pour le sh207), les observations faites montrent un retard dans la croissance des tumeurs,
voire méme une absence de cette progression. Ces résultats reliés a ceux de 'analyse transcrip-
tionnelle semblent cohérents, dans le sens ou l'effet anti-prolifératif le plus marquant est asso-
cié au sh1128. Toutefois, les résultats de cette expérimentation 7z vivo sont en contradiction
avec des tests de viabilité cellulaire 7z vitro, réalisés en paralléle, qui n’ont pas permis de mettre
en évidence de différence significative de prolifération entre les cellules natives ou transduites

par les shARN anti-D/x4 (Figure 60).
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Figure 60 | Viabilité cellulaire des clones issues des cellules PG1 transduites par les shARN
anti-DIx4

Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SD rapportée a la cellule PG1.
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Pour aller plus loin dans la compréhension des différents résultats obtenus, certaines
picces tumorales et métastases ont été remises en culture au fur et a mesure de 'avancée de
Pexpérience précédente. Les différents clones obtenus ont donné naissance a plusieurs lignées

cellulaires qui ont été analysées pour I'expression de D/x4.
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Figure 61 | Analyse de Pexpression transcriptionnelle de DIx4 dans les cellules issues des
piéces tumorales remises en culture
L’expression des transcrits de D/ix4 a été mesurée dans les différentes lignées obtenues apres remise en culture
de piece tumorale (T) et de métastases (meta). Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au
transcrit ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons & écart-type.

Les données obtenues sont tres contrastées, puisque les différents clones issus de
injection du sh207 ont un taux d’expression de Dix4 plus faible qu’auparavant (Figure 61).
Pour le sh1128, le résultat est inverse, les différents clones ont tous un taux d’expression de
Dix4 plus élevé (Figure 61). De facon intéressante, a 'exception des éléments de la souris
3688, la plupart des métastases remises en culture ont un taux d’expression de D/x4 proche des
cellules récupérées au niveau de la picce tumorale. Globalement, ces résultats semblent indiquer
que Pexpression de D/x4, dans ces nouvelles cultures, converge vers une valeur stable représen-
tant 40 a 50 % de Pexpression de Dix4 par les cellules PG1. Ainsi, il semblerait que la perturba-
tion de D/x4 dans les cellules PG1 conduise a une sélection de cellules tumorales « résistantes »

(ou plus stable) possédant une expression de D/x4 intermédiaire.
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Toujours dans un objectif de compréhension les clones 3693T et 3684M, caractérisés
respectivement par une faible et une forte expression de D/x4 (issues du sh1128), ont été injec-

tés, de facon similaire aux premieres cellules modifiées par des shARN, a des souris

C57BL/6JRj (Figure 62).
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Figure 62 | Courbe de croissance des tumeurs induites a I’aide des cultures issues de la
premiere expérience d’inhibiton de DIx4 par shARN
Les volumes tumoraux pour chaque individu injecté avec les cellules 3693 possedant un faible taux de D/x4
(A), les cellules 3684 possedant un fort taux de Dix4 (B) et les cellules natives PG1 (C) sont représentés. La
moyenne des volumes tumoraux pour chaque groupe d’individus +/- SEM a été calculée et reptésentée (D)
pour faciliter la comparaison des différents groupes. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour tester la
significativité des valeurs ; ns : non significatif.

Les résultats obtenus sont tres hétérogenes pour la culture 3693T (Figure 62-A), alors
qu’ils le sont beaucoup moins pour la culture 3684M (Figure 62-B). Ainsi, la moyenne des
individus injectés avec ces clones tend a se rapprocher de celle des individus ayant recu les cel-
lules natives PG1, signifiant qu’il n’y a « plus d’effet » da a I'inhibition de D/x4 comme observé
dans 50 % des cas sur 'expérience précédente (Figure 59 et Figure 62). Le fait que la progres-

sion des tumeurs des souris induites a I'aide de la culture 3693T soit tres hétérogene signifie
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sans doute que des processus d’échappement se mettent en place au cours du développement

des tumeurs.

Afin de s’affranchir des problémes de stabilité de 'inhibition de D/x4, il a été décidé de
sous-cloner les shARNs dans des plasmides permettant de controler Pexpression des transcrits
par un systeme de réponse a la tétracycline Tet-On. L’objectif principal de cette nouvelle expé-
rience étant d’induire normalement les tumeurs et de stopper la progression tumorale apres
quelques jours en activant la cassette d’expression du shARN. Si D/x4 est réellement impliqué
dans la prolifération des tumeurs, un arrét ou une diminution de la vitesse de croissance des
tumeurs devrait étre observé. Pour ’heure, le clonage des différents éléments a été réalisé et les

particules lentivirales restent a produire afin de valider la fonctionnalité du systéme.

1.3. Etude de I'implication de BP2 dans la prolifération cellulaire

Suite a la découverte d’un nouveau transcrit codant pour D/x4, et ne connaissant pas
ses effets notamment sur la prolifération cellulaire, il a été décidé d’induire une surexpression
de BP2 dans les cellules A3N et PG1. Plusieurs clones ont été obtenus, parmi ces derniers les
clones dont I'expression de BP2 est présentée ci-dessous (Figure 63) ont été retenus pour
réaliser des tests de viabilité cellulaire 7z vitro. Ces clones ont été choisis en raison de leurs taux

faible et fort d’expression.
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Figure 63 | Analyse de Pexpression transcriptionnelle de BP2 dans les cellules transfectées
pour surexprimer BP2

L’expression des transcrits de BP2 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les

cultures transfectées a I'aide du plasmide pcDNA3.1+ BP2. Les niveaux d’expression ont été normalisés par

rapport au transcrit ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons + écart-type.
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Les résultats des tests de viabilité cellulaire réalisés pour les différents clones surexpri-
mant BP2 sont trés disparates. En effet, pour les clones issus de la lignée A3N, aucune diffé-
rence significative n’est mise en évidence, contrairement aux cellules PG1 ou un clone
(PG1BP2-C1) semble avoir une prolifération plus lente (p = 0.067). Ainsi, ces tests ne permet-

tent pas de conclure sur le caractere anti- ou pro-prolifératif de BP2.
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Figure 64 | Viabilité cellulaire des clones surexprimant BP2
Les valeurs sont exprimées comme la moyenne * SD rapportée a la cellule native.

Aprés quoi, les clones présentant la plus forte expression de BP2 ont été injectés a des
soutis C57BL/6JRj, comme cela est décrit dans le « Matériel et méthodes ». Les résultats obte-

nus sont présentés ci-dessous pour le suivi tumoral et le nombre de métastases des différents

individus (Figure 65).

Parmi les individus injectés avec la lignée A3N modifiée pour surexprimer BP2
(A3NBP2-C1), il s’avere qu’une seule souris a développé une tumeur de facon lente sans at-
teindre le point éthique (Figure 65). Le sacrifice de cet animal a permis d’observer la présence
d’une unique métastase pulmonaire alors que les individus ayant recu les cellules natives A3N

ont développé des tumeurs de facon habituelle et de nombreuses métastases (Figure 65).

Concernant les individus ayant recu les cellules PG1 modifiées pour surexprimer BP2,
les données recueillies indiquent qu’il n’y a pas de différence significative dans la progression
tumorale des cellules modifiées (PG1BP2-C1), controles (PG1 pcDNA3.1), et natives (PG1)
(Figure 65). De méme, au niveau du nombre de métastases aucune différence n’est observée

(Figure 65).
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Figure 65 | Effet de la surexpression de BP2 sur la vitesse de prolifération des clones A3N
et PG1 in vivo

Les individus ayant regu les cellules A3N natives ou modifiées ont été injectés avec 3 millions de cellules alors
que ceux injectés avec les cellules PG1 ont recu 1 million de cellules. La croissance tumorale (A) pour chaque
individu et le nombre de métastases (B) ont été représentés pour les cellules A3N et ASNBP2CI. La
moyenne des volumes tumoraux + SEM (C) et le nombre de métastases (D) ont été représentés pour les
cellules PG1, PG1-pcdna3 et PG1BP2C1. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour tester la significativité
des valeurs ; ns : non significatif.

Les résultats obtenus lors de cette expérimentation sont contradictoires dans le sens ou
dans la lignée A3N, la surexpression de BP2 empéche la prise des tumeurs alors que dans la
lignée PG1, la méme modification n’a aucun effet sur le développement des tumeurs et des
métastases associées. Le renouvellement de cette expérience, avec I'ajout de clones supplémen-
taires, est nécessaire afin de valider le résultat observé avec les cellules A3N. En effet, si le ré-
sultat se confirme, une analyse plus approfondie des effets de BP2 devra étre réalisée au sein

des cellules A3N notamment par rapport au ratio BP2/Dix4.
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2. Etude du métabolisme énergétique dans la cellule ostéosarcoma-

teuse en liaison avec 'expression de D/x4

Au vu de la différence de prolifération entre les cellules A3N et PG1 et des résultats
présentés précédemment suggérant que D/x4 ne puisse pas étre seul responsable de cette diffé-
rence, il semblait intéressant d’analyser les capacités glycolytiques et oxydatives de ces deux
types de cellules, souvent affectées dans les cellules tumorales et connues pour impacter la pro-
lifération cellulaire [477]. De plus, suite a la transduction des cellules PG1 par les shARNs ci-
blant D/x4, une tres forte acidification du milieu a été observée suggérant un role potentiel de

Dix4 dans le métabolisme énergétique.

Une collaboration avec Mme Claire PECQUEUR du centre de recherche en cancéro-
logie Nantes — Angers (UMR 892), qui possede une expertise dans ce domaine, a été entreprise.
Son équipe posseéde un analyseur de flux extracellulaire (XF24 Analyzer, Seahorse) permettant
d’étudier le métabolisme cellulaire a 'aide des kits XI¥ cell mito stress et XI glycolysis stress kit
(Seahorse).

Ainsi, les cellules A3N, PG1 et PG1-sh207 ont été utilisées pour réaliser cette étude.
Les résultats obtenus concernant I'analyse de la glycolyse sont présentés ci-dessous (Figure
66). Le suivi de lacidification extracellulaire et de la consommation d’oxygene ont permis
d’évaluer la glycolyse basale, la capacité glycolytique maximale et les réserves en glucose d’'une
part et de mesurer le couplage de la glycolyse avec la chaine respiratoire d’autre part. De facon
remarquable, I'analyse de I'acidification extracellulaire induite par I’ajout de glucose (Figure 66-
A) semble mettre en évidence une efficacité de glycolyse plus importante chez les cellules PG1
et sh207 comparativement aux cellules A3N. Ces résultats sont cohérents avec les différences
de proliférations observées précédemment chez ces cellules. Par la suite, 'ajout d’oligomycine
(inhibiteur de PATP synthétase) permettant de bloquer la synthése d’ATP mitochondriale n’a
aucun effet sur les trois lignées étudiées, alors qu'une augmentation du pH extracellulaire aurait
du étre observée. En effet 'oligomycine en bloquant la synthese d’ATP mitochondriale a pour
conséquence de forcer la glycolyse pour compenser le manque d’ATP mitochondrial (Cf. Maté-
riel et méthodes), permettant ainsi d’évaluer la capacité maximale de la glycolyse. Pour terminer,
les réserves en glucose des cellules ont été évaluées en ajoutant un analogue du glucose, le
2DG, qui va bloquer la glycolyse. Les résultats obtenus semblent indiquer que les trois cellules

possedent un stock de glucose similaire.
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Figure 66 | Etude de la glycolyse chez les cellules A3N, PG1 et sh207
L’acidification extracellulaire induite par la glycolyse (A) et la consommation d’oxygene en absence ou en
présence de glucose (B) ont été évaluées pour les clones A3N, PG1 et sh207 (sur 30 000 cellules pour chaque
réplicat). Les valeurs présentées sont exprimées comme la moyenne des échantillons £ écart-type avec n=3.

Dans le méme temps, le suivi du taux d’utilisation de 'oxygene en absence de glucose
et de pyruvate (Figure 66-B) semble montrer une consommation basale de 'oxygene plus
élevée chez les cellules PG1 que chez les cellules A3N. Concernant les cellules sh207, le niveau
d’oxygene consommé se rapproche de celui des cellules A3N. Par ailleurs, apres ajout de glu-
cose, l'utilisation de I'oxygene pour les cellules PG1, et de fagon moins marquée pour les cel-
lules A3N, diminue. Ces observations sont cohérentes, en effet la glycolyse générant de
I’énergie, la synthese d’ATP mitochondriale est alors moins sollicitée ce qui conduit a une di-

minution de I'utilisation d’oxygene.

Par la suite, les capacités respiratoires de la mitochondrie ont été mesurées (Figure 67).
Les données obtenues apres ajout d’oligomycine permettent de constater que les trois cellules
ont la méme efficacité de couplage entre la phosphorylation et la consommation d’oxygene.
Apres quot, I'ajout de FCCP a plusieurs reprises permet d’évaluer les réserves de la mitochon-
drie en cofacteurs (NADH et FADH) (Cf. Matériel et méthodes). Ainsi, I’évaluation du stock
de ces derniers est mesurée en retirant la consommation en oxygene de base a la consomma-

tion d’oxygene la plus haute obtenue par ajout de FCCP.
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Figure 67 | Etude de la chaine respiratoire chez les cellules A3N, PG1 et sh207
La consommation en oxygene de la mitochondrie (A) et les réserves en cofacteurs respiratoires (B) ont été
évaluées pour les clones A3N, PG1 et sh207. Les valeurs présentées sont exprimées comme la moyenne des
échantillons + écart-type avec n=3. Test deStudent : **p< 0.01 ; ns : non significatif.

Les résultats obtenus (Figure 67) permettent de constater que le sh207 ne répond pas
a Pajout de FCCP et reste a un niveau de consommation d’oxygene basal contrairement aux
cellules A3N et PG1 pour qui une augmentation de la respiration est observée. De fagon plus
précise, 'évaluation des réserves mitochondriales en cofacteurs permet de mettre en évidence
un niveau tres faible de ces derniers chez les cellules sh207 comparativement aux cellules A3N
et PG1 pour lesquelles les stocks sont similaires. Ces résultats suggerent que les cellules trans-
duites par le sh207 ont une anomalie de renouvellement ou de biosynthese des cofacteurs en-

zymatiques (NADH ou FADH).

-146-



III- Régulation génique médiée par les transcrits de DIx4

Des analyses par qPCR quantitative ont été réalisées sur les différentes lignées modi-
fiées au cours de cette étude, et utilisées 7 vivo, afin d’identifier de potentielles cibles transcrip-

tionnelles des isoformes de D/x4.

1. Impact de la surexpression de D/x4 et de BP2

Les effets de la surexpression de D/x4 ont été analysés dans les clones A3ND1 et
A3ND4, alors que les effets de la surexpression de BP2 ont été étudiés dans le clone A3NBP2-
Cl.

En premier lieu, 'analyse de I'ensemble des transcrits de Dix4 (D/x4 total) et de ses
isoformes (D/x4 « full lenght », BPT et BP2) permet de confirmer qu’une induction de D/x4 a
bien été réalisée dans les clones ABND1 et A3ND4, avec un taux beaucoup plus important
pour le clone A3ND4 (Figure 68). En ce qui concerne le clone surexprimant BP2, ASNBP2-
C1, Pexpression de ce transcrit est convenablement détectée par les amorces reconnaissant les
trois isoformes de D/x4 mais ne Iest pas avec les amorces spécifiques de la forme longue,
comme attendu (Figure 68). De méme, les amorces spécifiques de BP2 ne reconnaissent pas la
forme longue. Toutes ces données confirment la spécificité de nos systemes d’expression et de

détection.

Ainsi, la recherche de cible transcriptionnelle pour Dix4 et BP2 s’est tout d’abord inté-
ressée a mettre en évidence les modulations des autres genes de la famille D/x (Figure 68). En
effet, les genes D/x sont connus pour se réguler entre eux. Les résultats obtenus confirment
cette hypothese puisqu’il s’avere que Dix4 module a la hausse le géne D/x3 dans des propor-
tions plus ou moins variables (Figure 68). I.’isoforme BP2 régule D/x3, mais dans une moindre
mesure par rapport a Dix4 (Figure 68). Cependant BP2 régule fortement a la baisse le niveau

d’expression de D/xT alors que la surexpression de D/x4 n’a aucun effet sur D/x7 (Figure 68).

Concernant 'expression de D/x2, aucun effet significatif n’est observé que ce soit chez
les clones surexprimant D/x4 ou BP2 (Figure 68). Enfin, D/x5, D/x6 et BP1 n’ont pas été dé-

tectés dans ces cellules quelles que soient les conditions.
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Figure 68 | Effet des surexpressions de Dix4 et de BP2 sur I’expression des génes Dix
L’expression des différents genes Dix a été évaluée par qPCR dans les cellules A3N natives, les cellules A3N
surexprimant D/x4 (A3ND1 et ABND4) et les cellules A3N surexprimant BP2. Les résultats fournis sont
exprimés comme ’expression relative moyenne £ SD par rapport aux genes de référence et rapportés par
rapport a I'expression de ces genes dans les cellules contréles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque
échantillon est de n=06. Les résultats pour les genes Dix5, Dix6 et BPT ne sont pas représentés car non-

exprimés.

Dans un deuxieme temps, plusieurs genes connus pour étre impliqués dans le controle
de l'apoptose ou du cycle cellulaire ont été étudiés en rapport avec les modulations induites
pour Dix4 et BP2 (Figure 69). Les résultats obtenus indiquent que la surexpression de D/x4
dans les cellules A3N n’a aucun effet sur P'expression de Be/-2 et de p53 (Figure 69). Par contre,
Dix4 diminue de fagon significativement importante I'expression des génes ¢-yc et p21 (Figure

69).

En ce qui concerne 'effet de BP2 sur ces mémes genes, il s’avere que BP2 tout comme
Dix4 régule a la baisse les genes ¢y et p21, mais n’a aucun effet sur p53. Cependant, contrai-

rement a D/x4, BP2 semblent induire le géne Be-2 (Figure 69).

-148-



Bcl2

T
o
o 31
=T
c®
o T
28
&m 2]
&5 ns
W
@
Z 81 =
5o -
¢ 2
o~
Eo T .
e A3N A3ND1  A3ND4
£ p21
o
o 34
<
c®
2T
= £
w
©m 21
25
W o
a
2z 81 ==
® o x-3 X-6
&ﬁ
E 1
0 T T
-
e A3N A3ND1  A3ND4

X2

AINBP2
c1

X-2,3

A3INBP2
c1

Relative Expression
(normalized by ACTB and GAPDH)

Relative Expression
(normalized by ACTB and GAPDH)

c-myc
=
X-35 x-35 x-10

A3N  A3ND1 A3ND4 A3NBP2

c1
p53

A3N AIND1 A3ND4 A3INBP2

c1

Figure 69 | Effet des surexpressions de Dix4 et de BP2sur Pexpression de Bcl-2, c-myrc,

p2let p53

L’expression des genes Bel-2, c-mye, p21 et p53 a été évaluée par qPCR au sein des cellules A3N natives, des
cellules A3N surexprimant D/x4 (ABND1 et A3ND4) et des cellules A3N surexprimant BP2.Les résultats
fournis sont exprimés comme I'expression relative moyenne * SD par rapport aux genes de référence et
rapportés par rapport a I'expression de ces geénes dans les cellules controles A3N. Le nombre de réplicats
pour chaque échantillon est de n=6.
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2. Impact de P'inhibition de D/x4 par shARN

De la méme fagon que pour les clones surexprimant D/x4 et BP2, une analyse par

qPCR a été réalisée sur les cellules PG1 ayant été transduites par le sh207 et le sh1128.
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Figure 70 | Effet de Pinhibition de DIx4 par les shARN 207 et 1128 sur les geénes Dix
L’expression des différents genes Dix a été évaluée par qPCR au sein des cellules PG1 natives, des cellules
PG1 transduites par le sh207 et par le sh1128. Les résultats fournis sont exprimés comme I'expression relative
moyenne £ SD par rapport aux genes de référence et rapportés par rapport a 'expression de ces génes dans
les cellules controles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque échantillon est de n=6. Les résultats pour les
genes Dix5, Dix6, BPTet BP2 ne sont pas représentés car non-exprimés.

Tout d’abord I'analyse de I'ensemble des transcrits de D/x4 et de ses isoformes permet
de valider I'inhibition de la forme longue de D/x4, comme observé précédemment lors de la
création des clones pour les expériences 7 vivo (Figure 70). A noter, qu'aucune détection des
transcrits BP7 et BP2 n’est observée que ce soit dans les cellules natives PG1, comme dans les

cellules modifiées (données non montrées).

Au niveau de 'expression des différents genes Dix, le gene D/x7 ne semble pas impacté
par I'inhibition de D/x4 (Figure 70). Par contre, 'inhibition de D/x4 diminue I'expression de
Dix2 et Dix3, et ce de fagon plus importante avec le sh1128 (Figure 70). De la méme facon, et

pour la méme raison que citée précédemment, les genes D/x5 et D/x6 ne sont pas détectés.
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En ce qui concerne les effets de I'inhibition de D/x4 sur certains genes impliqués dans
le controle de 'apoptose ou du cycle cellulaire, les résultats obtenus montrent que I'inhibition

de D/x4 induit une diminution importante (x33) de I'expression de Be/-2 (Figure 71).
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Figure 71 | Effet de ’inhibition de Dix4 par les shARN 207 et 1128 sur les génes Bcl-2, c-
myc, p21et p53
L’expression des genes Bel-2, c-mye, p21 et p53 a été évaluée par qPCR au sein des cellules PG1 natives et des
cellules PG1 transduites par le sh207 et par le sh1128. Les résultats fournis sont exprimés comme I'expression
relative moyenne = SD par rapport aux genes de référence et rapportés par rapport a 'expression de ces
genes dans les cellules controles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque échantillon est de n=06.

Dans une moindre mesure, 'inhibition de D/x4 conduit également a la diminution de
Iexpression de c-zyc et de p53 (Figure 71). Enfin, Pinhibition de D/x4 aurait tendance a dimi-
nuer 'expression de p27, en particulier dans les cellules transduites par le sh1128. En effet, la

diminution observée avec le sh207 n’est pas significative (Figure 71).
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Partie II : Implication de la signalisa-
tion RANK/RANKL dans la physio-

pathologie des ostéosarcomes



L’objectif de cette étude était de déterminer si 'expression du géne Rank constitue un
marqueur d’agressivité permettant de prédire le comportement des cellules tumorales vis-a-vis
de la prolifération, de la migration (métastases) et de 'ostéolyse péritumorale induite. Certaines
cellules ostéosarcomateuses expriment ce récepteur, mieux connu pour son role primordial
dans le processus de résorption osseuse. Ce processus est détourné dans I'ostéosarcome con-
duisant a une importante ostéolyse péritumorale. Ainsi, 'impact de la présence du récepteur
RANK dans les cellules tumorales a été étudié en injectant zz vivo des cellules modifiées pour

surexprimer ce dernier.

I- Expression transcriptionnelle des éléments de la

triade RANK/RANKL/OPG

Une analyse de expression des différents éléments de la triade RANK/RANKL/OPG
a été réalisée par PCR quantitative dans les différentes lignées d’ostéosarcomes humains
(Figure 72) et murins (Figure 73) disponibles au laboratoire. Les résultats obtenus sur les
lignées humaines démontrent que RANK est exprimé a des taux plus ou moins variables dans
la quasi-totalité des lignées étudiées, a I'exception de la lignée U20S (Figure 72). Pour ce qui
est de RANKL et I’OPG, il s’avere que toutes les lignées les expriment avec une proportion

d’OPG plus importante que celle de RANKL (103 vs 10-4) (Figure 72).
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Figure 72 | Expression relative des transcrits RANK, RANKL et OPG dans les lignées hu-
maines d’ostéosarcomes
L’expression des différents transcrits a été normalisée par rapport a un géne de référence, la GAPDH.
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Concernant les lignées murines d’ostéosarcomes, ces dernicres expriment toutes 'OPG
de facon importante (Figure 73). Cependant contrairement aux cellules humaines, la lignée
K7M2 semble étre la seule a exprimer de facon détectable le récepteur RANK (Figure 73).
Enfin, les cellules K7M2 et MOS-J expriment RANKL contrairement aux cellules POS-1
(Figure 73).

RANK mRNA RANKL mRNA OPG mRNA

3.0x10% 5.0x10¢ 1.0x1072

4.0x10: 8.0x10
2.0x10*

3.0x10°¢ 6.0x102

2.0x10%.

4.0x10
1.0x10%

N.D 1.0x10% 2.0x102

mRNA expression as fractrion
of GAPDH copies number

Figure 73 | Expression relative des transcrits RANK, RANKL et OPG dans les lignées mu-
rines d’ostéosarcomes
L’expression des différents transcrits a été normalisée par rapport a un géne de référence, la GAPDH.

II- Création de lignées modifiées pour exprimer RANK

Afin d’étudier I'impact de Pexpression de RANK par les cellules d’ostéosarcomes, il a
été décidé de modifier son expression dans deux modeles différents. Un modéle murin qui
utilisera les sous clones PG1 et A3N issus de la lignée murine d’ostéosarcome MOS-J, et un
modele humain qui utilisera la lignée K-HOS. ILa surexpression de RANK dans ces cellules a
été réalisée par transduction a I'aide de particules lentivirales contenant le gecne RANK comme
décrite dans la partie « Matériels et méthodes ». Les clones obtenus ont été analysés par qPCR,
western-blot et cytométrie en flux pour les cellules transduites avec RANK humain. Ces ana-
lyses démontrent bien 'expression de RANK au niveau transcriptionnel et protéique (Figure

74).

Par ailleurs, les cellules HOS modifi¢es pour surexprimer RANK ont été injectées
vivo pour vérifier la prise des tumeurs et I'expression de RANK par immunohistologie. Les
données obtenues (Figure 75) permettent de confirmer 'expression de RANK notamment au

niveau de la membrane cellulaire.
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Figure 74 | Validation de la surexpression de hRANK dans la lignée HOS
La surexpression de RANK dans les cellules HOS a été validée par qPCR quantitative (A), Western Blot (B)
et cytométrie en flux (C).

Figure 75 | Validation de la surexpression de hRANK dans les tumeurs induites par la li-
gnée HOSRK
Immunomarquage réalisé avec un anticorps anti-RANK sur les tumeurs induites a I’aide des cellules HOS
natives et a aide des cellules modifiées pour 'expression de RANK.
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Concernant les cellules A3N et PG1 transduites pour surexprimer RANK, ces der-
nieres ont été analysées uniquement pour leur expression transcriptionnelle. En effet, de nom-
breuses difficultés ont été rencontrées en ce qui concerne la détection de RANK au stade pro-
téique, puisqu’aucun des anticorps testés n’a permis de détecter spécifiquement et proprement
la forme protéique de RANK. Néanmoins, au vu des taux d’expression transcriptionnelle de
RANK (Figure 76), et suite a la vérification par séquengage de la séquence codante, il est peu

probablement que RANK ne soit pas exprimé au niveau protéique.
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Figure 76 | Validation de la surexpression de mRANK dans les cellules A3N et PG1
La surexpression de RANK dans les cellules A3N et PG1 a été validée par qPCR quantitative. Les valeurs
sont représentées comme la moyenne de 'expression relative = SD rapportée au gene de référence et a
I’échantillon controle.
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ITII- Effet de Pexpression de RANK sur la prolifération cel-

lulaire

1. Analyse de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été étudiée 7 vitro pour les cellules HOS et PG1 modifiées pour
Iexpression de RANK. Une partie des cellules a été traitée pendant 24 h avec du RANKL so-
luble.
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Figure 77 | Viabilité cellulaire des cellules surexprimant ou non RANK
Les cellules HOS et PG1 exprimant (HOSRK ou PG1RK) ou non RANK (HOS ou PG1) ont été étudiées
pout leur viabilité cellulaire en présence ou en absence de RANKL soluble (100ng/ml) humain ou murin.

Tout d’abord, les résultats montrent que I'addition de RANKL sur les cellules natives
n’a aucun effet sur la viabilité cellulaire que ce soit pour les cellules HOS ou PG1 (Figure 77).
De méme, Pexpression de RANK dans les cellules d’ostéosarcomes humaines et murines ne
modifie pas la viabilité cellulaire de ces cellules (Figure 77). Cependant la stimulation des cel-
lules exprimant RANK a tendance a diminuer légerement la viabilité cellulaire, et ce de facon

faiblement significative uniquement pour les cellules humaines (Figure 77).
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2. Etude de la croissance tumorale 7z vivo

La vitesse de prolifération des cellules modifiées pour exprimer RANK a également été
¢tudiée en injectant ces cellules chez la souris afin d’induire et de suivre la vitesse de croissance
des tumeurs induites. Cette étude a été réalisée a la fois au sein d’un environnement immuno-
compétent (C57BL/GJRj) et d’un environnement immunodéficient (NMRI-nudes) en utilisant
les cellules PG1 et A3N. Ceci afin d’étudier 'importance de 'immunité sur le développement
des tumeurs exprimant RANK. Par ailleurs, les cellules humaines (HOS) ont été utilisées dans

un environnement immunodéficient (NMRI-nude).

2.1. Croissance tumorale au sein d’individus immunocompétents

L’expression de RANK par les cellules PG1 ne semble pas impacter la vitesse de crois-
sance des tumeurs induites chez la souris immunocompétente comme le montrent les résultats

ci-dessous (Figure 78).
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Figure 78 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nocompétentes
Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
tis immunocompétentes C57BL/G6JR] injectées avec un million de cellules PG1 surexprimant RANK (n=5)
ou non (n=5). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne = SEM. Toutes les données
ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif.
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L’expérience réalisée avec les cellules A3N natives et modifiées pour exprimer RANK
donne les mémes résultats que celle réalisée avec les cellules PG1 (Figure 79). En effet, mis a
part un délai plus long dans I'obtention des tumeurs comparativement au PG1, aucune diffé-

rence significative de croissance n’est observée entre les cellules natives et modifiées pour ex-

primer RANK (Figure 79).
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Figure 79 | Injection des cellules A3N surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nocompétentes

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-

tis immunocompétentes C57BL/6JRj injectées avec trois millions de cellules A3N surexprimant RANK

(n=8) ou non (n=8). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne = SEM. Toutes les

données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif.

En résumé, ces deux expériences permettent de conclure que I'expression de RANK
par les cellules d’ostéosarcomes n’a aucun effet sur la croissance tumorale dans un environne-

ment immunocompétent.

2.2. Croissance tumorale au sein d’individus immunodéficients

Les cellules murines ont ensuite été injectées chez des souris immunodéficientes
NMRI-nudes afin d’évaluer I'importance du lymphocyte T dans le développement des tumeurs

exprimant RANK. En effet les lymphocytes sont une source importante de RANKIL.

Dans un premier temps, les résultats montrent que le développement des tumeurs est

beaucoup plus rapide chez les individus immonudéficients que chez les individus immunocom-
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pétents. En effet, les tumeurs induites a I’aide des cellules PG1 se développent en 28 jours chez
des individus immonudéficients (Figure 80) alors qu’elles se développent en 40 jours chez les
individus immunocompétents (Figure 78). De la méme facon, un délai de développement plus
court (env 42 jours) est observé chez les souris immunodéficientes pour les tumeurs induites
par les cellules A3N (Figure 80) comparativement aux souris immunocompétentes (env. 60

jours) (Figure 79).
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Figure 80 | Injection des cellules murines d’ostéosarcomes surexprimant RANK ou non
chez des souris immunodéficientes

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites avec un mil-
lion de cellules PG1 surexprimant RANK (n=10) ou non (n=14). Croissance tumorale (C) et nombre visible
de métastases (D) des tumeurs induites avec trois millions de cellules A3N surexprimant RANK (n=7) ou
non (n=7). Pour chaque expérience, une partie des individus ayant regu les cellules PG1RK (n=5) et ASNRK
(n=4) ont été traités avec un anticorps bloquant RANK-Ligand (IKK22.5). Les courbes de croissance sont
représentées comme la moyenne = SEM. Toutes les données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis :
ns = non significatif ; * p <0.05 ; ¥* p< 0.01 ; ¥* p < 0.0001.
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Au-dela de ce résultat concernant le développement des tumeurs natives, les données
obtenues indiquent que 'expression de RANK par les tumeurs, que ce soit pour les cellules
PG1 ou A3N, ne modifie pas la vitesse de croissance des tumeurs exprimant RANK chez des

souris immunodéficientes (Figure 80).

Ce résultat a par la suite été validé a I'aide du modele d’ostéosarcome HOS, toujours
chez les souris NMRI-nudes, en injectant les cellules HOS natives et modifiées pour exprimer
RANK. Les résultats obtenus valident les observations faites précédemment avec les cellules
murines PG1 et A3N (Figure 81). Cest-a-dire que expression de RANK par les cellules tu-

morales n’influence pas la prolifération tumorale.
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Figure 81 | Injection des cellules HOS surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nodéficientes

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-

ris immunodéficientes NMRI-nudes injectées avec deux millions de cellules HOS surexprimant RANK (n=8)

ou non (n=5). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne = SEM. Toutes les données

ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif ; ** p< 0.01.

3. Effet du blocage de RANKIL sur la croissance tumorale

L’effet du blocage de RANKL dans l'environnement a été étudié en injectant un
groupe de souris a I'aide d’un anticorps anti-RANKL (IKK22.5). Les résultats obtenus indi-
quent que le blocage de RANKL n’a aucun effet sur la croissance des tumeurs et ce quelles que

soient les cellules prises en compte (exprimant RANK ou non) (Figure 80).

-161-



IV- Effet de Pexpression de RANK sur la migration cellu-

laire et la dissémination métastatique

1. Analyse de la migration cellulaire 7 vitro

Afin de déterminer si expression de RANK constitue un élément favorisant la migra-
tion cellulaire, les cellules HOS et PG1 natives et modifiées pour 'expression de RANK ont été
soumises a un test de migration en chambre de Boyden en présence comme en absence de
RANKL soluble. Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans les
capacités migratoires des cellules exprimant RANK ou non, et ce quel que soit le modcle utilisé
(Figure 81). De plus, I'addition de RANKL sur ces cultures ne modifie en rien ces résultats
(Figure 82).
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Figure 82 | Etude de la migration in vitro des cellules HOS et PG1 modifiées ou non pour
Pexpression de RANK
La migration des cellules HOS (A) et PG1 (B), exprimant RANK ou non, a été étudiée en chambre de Boy-
den en présence comme en absence de RANKL soluble. Les données sont présentées comme la moyenne +
SE des 6 réplicats réalisés. Pour chaque échantillon, une vue représentative des champs obsetvés est fournie.
Toutes les données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif.
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2. Dissémination métastatique 7 vivo

A lissue des expériences 7 vivo déja décrites pour I’étude de la croissance tumorale, le
nombre de métastases pulmonaires visibles pour chaque individu a été compté. Comme pour
I'étude des effets de RANK sur la croissance tumorale, les résultats ont été analysés par rapport

a Penvironnement immunitaire.

2.1. Effet de Pexpression de RANK sur la dissémination métastatique chez
des individus immunocompétents

Le nombre de métastases dénombré apres sacrifice des souris C57BL/G6JRj injectées
avec les cellules PG1, exprimant RANK ou non, ne montre pas de différence significative dans
les capacités migratoires des cellules entre les deux groupes d’individus (Figure 78). Ces résul-
tats ont été confirmés par la méme expérience réalisée avec les cellules A3N, puisqu’aucune
différence concernant le nombre de métastases n’est observée entre les individus ayant regu les

cellules RANK et ceux ayant recu les cellules natives (Figure 79).

2.2. Effet de Pexpression de RANK sur la dissémination métastatique chez

des individus immunodéficients

L’évaluation du nombre de métastases chez des individus immunodéficients ayant regu
les cellules PG1, surexprimant ou non RANK, montrent clairement et ce de facon significative
une augmentation du nombre de métastases chez les individus ayant été injectés a I'aide des
cellules PG1RK qui surexpriment RANK (Figure 80). Ce résultat est également confirmé dans
Pexpérience réalisée a l'aide des cellules A3N. En effet, une augmentation significative du
nombre de métastases est observée entre les individus ayant recu les cellules A3N natives et

ceux ayant recu les cellules A3N modifiées pour surexprimer RANK (Figure 80).

Enfin, les observations réalisées suite a I'injection des cellules murines chez la souris
NMRI-nudes ont été confirmées avec le modcle xénogenique utilisant les cellules HOS. En
effet, les résultats obtenus montrent une augmentation du nombre visible de métastases chez
les individus ayant recu les cellules HOS modifiées pour surexprimer RANK comparativement

aux individus ayant recu les cellules HOS natives (Figure 81). En conclusion, 'ensemble de ces
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résultats semblent indiquer que 'expression de RANK favoriserait la dissémination métasta-

tique dans un contexte d’'immunodéficience.

3. Effet du blocage de RANKL sur la dissémination métastatique

Parmi les souris immunodéficientes injectées avec les cellules PG1 et A3N modifiées
pour exprimer RANK, une partie a été traitée avec un anticorps bloquant RANKL (Figure
80). Bien que le blocage de RANKL n’ait aucun effet sur la croissance tumorale, il s’avére que
ce blocage agit de facon intéressante sur la dissémination métastatique. En effet, pour ces deux
expériences (PG1 et A3N), une forte diminution du nombre de métastases est observée chez
les individus traités avec l'anticorps anti-RANKL (IKK22.5) comparativement aux individus
ayant recu les cellules exprimant RANK seul (Figure 80). De plus, ce traitement semble ré-
duire le nombre de métastases au-dela du niveau basal observé pour les cellules natives, en tout

cas pour les cellules PG1 (Figure 80).
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V- Effet des modulations de la signalisation RANK
/RANKL chez la souris hote

Au-dela des modifications cellulaires de D'expression de RANK dans les lignées
d’ostéosarcomes, I'implication de la signalisation RANK/RANKL a également été étudiée a
l'aide de mode¢les génétiquement modifiés. Ainsi, les cellules natives ou surexprimant RANK
ont été injectées a des souris invalidées pour RANKL spécifiquement dans les lymphocytes T,
et a des souris transgéniques surexprimant RANK au sein de la lignée mono-

cytes/macrophages.

1. Effet de l'invalidation de RANKI. dans les lymphocytes T

Des souris RANKILfox/flox ont été croisées avec des souris LCK-Cre afin d’obtenir des
individus invalidés spécifiquement pour RANKL dans les lymphocytes T (souris RANKLAT),
Le génotypage et Pefficacité de la recombinaison de ces individus ont été controlés selon le
protocole décrit dans le « Matériel et méthodes », et un extrait des données est présenté ci-

dessous (Figure 83).

Dans un premier temps, avant les expériences, 'extraction de PADN génomique de la
queue des souris permet de valider la présence de la Cre et la présence des alléles Flox pour
RANKIL (Figure 83). Par la suite, la recombinaison des souris est validée apres sacrifice des
animaux a partir de PADNg extrait des lymphocytes T issus de la rate. Ainsi, les PCRs réalisées

permettent de confirmer la recombinaison de RANKL (Rec+) ou non (Rec-) (Figure 83).
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Figure 83 | Génotypage et validation de la recombinaison des souris RANKL"T
La sélection des individus a été réalisée par PCR en analysant la présence de la iCre et de I’allele RANKL
Flox. A la fin des expérimentations, les rates des individus ont été récupérées afin d’en purifier les lympho-
cytes T pour valider la recombinaison sur ’ADNg de ces derniers.
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En raison d’un faible nombre d’individus recombinés, une premicre expérience a été
réalisée en injectant uniquement les cellules PG1 surexprimant RANK chez les individus re-
combinés ou non. Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans la
croissance tumorale au sein des groupes de souris étudiés, comme cela pouvait étre attendu
(Figure 84). Concernant la dissémination métastatique, les souris présentant des lymphocytes
T déficients en RANKL développent le méme nombre de métastases que les souris ayant des
lymphocytes T sains (Figure 84). Ainsi, le RANKL lymphocytaire ne semble pas impliqué

dans le processus de migration des tumeurs exprimant RANK.
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Figure 84 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK chez des souris invalidées ou
non pour RANKL dans les lymphocytes T
Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris invalidées (n=4) ou non (n=5) injectées avec un million de cellules PG1 surexprimant RANK. Les courbes
de croissance sont représentées comme la moyenne £ SEM. Toutes les données ont été analysées par un test
de Kruskal Wallis : ns = non significatif.

2. Effet de la surexpression de RANK dans le linéage mono-

cytes/macrophages

L’effet de I'injection des cellules surexprimant RANK a également été analysé au sein
d’un environnement immunitaire perturbé concernant la signalisation RANK grace a des souris
génétiquement modifiées pour surexprimer RANK dans le linéage monocytes/macrophages.
Ces souris présentent une ostéoporose juvénile et une masse corporelle plus faible, ainsi qu’une

hypertrophie des ganglions lymphatiques secondaires et de la rate [478,479)].

-166-



Apres validation du phénotype des souris, les cellules PG1 modifiées ou non pour ex-
primer RANK ont été injectées a des souris sauvages (WT) ou a des souris RANK transgene
(RANKTe). Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans la croissance
tumorale des différentes tumeurs induites, et ce quel que soit le fond génétique des souris
(Figure 85). Ce qui signifie que la surexpression de RANK par le linéage mono-

cytes/macrophages n’influence pas la vitesse de prolifération des cellules tumorales.
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Figure 85 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK chez les souris RANK trans-
géne
Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris sauvages ou RANKTS injectées avec deux millions de cellules PG1 surexprimant RANK. Les courbes de
croissance sont représentées comme la moyenne £ SEM. Toutes les données ont été analysées par un test de
Kruskal Wallis : ns = non significatif.

Concernant le nombre de métastases observées entre les différents groupes d’individus,
aucune différence significative n’est observée lors de I'injection des cellules PG1 chez des indi-
vidus RANKTs comparativement a des individus sauvages (Figure 85). Pour ce qui est de
I'injection de cellules surexprimant RANK chez des individus RANKTg, 'absence de métas-
tases est observée dans environ 50 % des cas comparativement aux individus (sauvages comme

RANKTe) injectés avec des cellules PG1 (Figure 85).
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VI- Effet de Pexpression de RANK sur Postéolyse et

Postéoformation tumorale

L’impact de linjection des cellules surexprimant RANK sur P'ostéolyse induite par les
tumeurs a été analysé dans les différents modeles 7z vivo utilisés précédemment par imagerie aux
rayons X (microCT). Les données obtenues (Figure 86) semblent indiquer que I'expression de
RANK par les tumeurs n’a aucun effet sur Postéolyse péritumorale. Seule l'utilisation de

P'anticorps anti-RANKL protége 'os de I'ostéolyse et de 'ostéoformation (Figure 86).
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Figure 86 | Vues en 3 dimensions des tibias des souris injectées au cours de I’étude de
Pexpression de RANK par les ostéosarcomes
Pour chaque expérience et groupe d’individus, une ou des vues réprésentatives ont été sélectionnées pour les
pattes controle contralatérale (CT), pour les pattes ayant recu les tumeurs et pour les pattes traitées avec
P'anticorps anti- RANKL IKK22.5.
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Les observations réalisées sur les vues en 3 dimensions (3D) des tibias reconstruits ont
été renforcées par une analyse des parametres osseux réalisée comme expliqué dans la partie
« Matériel et méthodes ». Les données obtenues confirment les observations faites. En effet
pour les individus injectés avec les cellules HOS ou HOSRK aucune variation significative des
parametres osseux n’est observée (Figure 87). En ce qui concerne les individus injectés avec
les cellules PG1 ou PG1RK, la seule différence significative est observée pour le BV/TV (%)
entre les pattes controles contra-latérales et celles ayant regu des cellules tumorales (Figure
87). Ceci s’explique par le caractére tres ostéolytique et ostéoformateur des cellules MOS-]

PGI1.
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Figure 87 | Analyse des paramétres osseux des tibias issus des expérimentations de I’étude
sur RANK

Pour chaque expérience et groupe d’individus, des analyses quantitatives a I’aide du logiciel Ctan ont été réali-

sée sur 450 coupes des images acquises par pCT. Les données pour le BS/TV (mm™), le BS/BV (mm™) et le

BV/TV (%) sont teprésentées comme la moyenne * SD, et ont été analysées par un Test de Kruskal-Wallis :

ns = non significatif ; * p <0.05 ; ** p< 0.01 ; ¥***p <0.001.
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Enfin, des effets significatifs sur les différents parameétres osseux sont observés lors du
traitement des individus a l'aide de I'anticorps IKK22.5 (Figure 87). La réduction des para-
metres BS/TV et BS/BV indique que 'os a conservé une structure normale, mais qu’en con-
trepartie ce dernier s’est légérement « épaissi/condensé » a cause du blocage de la résorption
osseuse (Figure 87). A noter que dans un environnement immunodéficient, aucune différence
significative du parametre BV/TV n’est observée entre les pattes contralatérales et celles ayant
recu des cellules PG1 contrairement a I'observation faite précédemment chez des individus
immunocompétents (Figure 87). Cela suggere un potentiel role du systéeme immunitaire dans

les processus de résorption tumorale.

Par ailleurs, 'analyse de la structure et des parameétres osseux a également été réalisée
chez les souris RANKILAT comparativement aux individus sauvages (Figure 88). Les données
obtenues ne montrent pas de différence significative dans l'ostéolyse et 'ostéoformation in-
duite entre ces deux populations (Figure 88). Seule, une augmentation du BV/TV est observée
entre les pattes controles contralatérales et les pattes ayant recu les cellules PG1RK, comme
cela a été observé chez des individus immunocompétents (Figure 88). Ainsi, le RANKL lym-

hocytaire ne semble pas impliqué dans les processus d’ostéolyse et d’ostéoformation tumorale.
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Figure 88 | Vue en 3D et analyse des parameétres osseux des tibias issus de
7. . JOR T4 . A
Pexpérimentation réalisée chez la souris RANKL"™
Vues en 3D représentatives (A) et analyses quantitatives (B) des tibias de chaque groupe de souris utilisées au

cours de 'expérience sur les souris RANKL"T. Les données pour le BS/TV (mm), le BS/BV (mm™) et le
BV/TV (%) sont représentées comme la moyenne  SD, et ont été analysées par un Test de Kruskal-Wallis :
ns = non significatif ; * p <0.05.
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VII- Effets transcriptionnels liés a la surexpression de

RANK dans la cellule ostéosarcomateuse et a la sti-

mulation par RANKL

Une analyse transcriptionnelle des effets induits par 'ajout de RANKL soluble sur les
cellules HOS surexprimant RANK comparativement aux cellules natives a été réalisée. Cette
¢tude s’est intéressée a rechercher les effets sur plusieurs oncogenes et sur les grandes fonctions
cellulaires (prolifération et apoptose, différenciation et migration) a travers I'analyse de genes
connus pour étre impliqués dans ces processus. Les résultats de ces analyses sont présentés

dans le tableau ci-dessous (Tableau 20).

1. Effet de Paddition de RANKI. sur les transcrits de la triade
RANK/RANKL/OPG

Les résultats des PCR quantitatives analysant 'impact de I'ajout de RANKL sur les
cellules HOS et sur les cellules HOSRK montrent que I'addition de RANKL sur ces cellules
induit une augmentation de I'expression transcriptionnelle de RANKL suggérant une « autoac-
tivation » de ces cellules (Tableau 20). I’augmentation de RANKL est beaucoup plus élevée
dans les cellules surexprimant RANK que dans les cellules natives. Ceci est en corrélation avec

le taux d’expression de RANK dans ces différentes cellules (Tableau 20).

De plus I'addition de RANKL n’a aucun effet sur les niveaux d’expression des trans-
crits ’OPG et de RANK aussi bien au sein des cellules HOS natives que des cellules surex-

primant RANK (Tableau 20).

2. Effet de I'addition de RANKI. sur P'apoptose et la prolifération

cellulaire

Les effets de RANKL sur 'apoptose et la prolifération des cellules ostéosarcomateuses
exprimant RANK ou non ont été évalués en analysant 'expression des genes p53, p21, Bcl-2 et
Bax (Bcl-2—associated X protein). Les résultats obtenus ne montrent pas de différence signifi-

cative pour I'expression des genes Bax, Bcl-2 et p53 (Tableau 20). Cependant une augmenta-
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tion significative du niveau d’expression (x4) de p21 est observée chez les cellules HOSRK

lorsque ces derniéres sont stimulées par RANKL (Tableau 20).

3. Effet de ’addition de RANKIL. sur la différenciation cellulaire

La différenciation cellulaire des cellules d’ostéosarcomes HOS a été abordée au travers
de lanalyse de plusieurs marqueurs de 'ostéoblaste. Bien quaucune des cibles analysées ne
bouge lors de I'addition de RANKL sur les cellules natives, le résultat est différent pour les
cellules HOSRK (Tableau 20). En effet, 'addition de RANKI sur les cellules HOSRK induit
une augmentation de I'expression de la BMP2, de l'ostéopontine (OP) et de la BSP (Tableau
20). L’expression de la BSP étant plus largement augmentée que celle de BMP2 et de
Postéopontine (OP) (Tableau 20). A Pinverse, 'addition de RANKL sur les cellules HOSRK
diminue Pexpression de Sox9 et du ColllA. Ainsi, ces données suggerent que I'addition de
RANKL sur les cellules HOS surexprimant RANK pousse les cellules vers le stade

d’ostéoblaste mature.

4. Effet de I'addition de RANKIL sur la migration cellulaire

Les effets suspectés de RANKL sur la migration cellulaire ont été étudiés en partie en
analysant plusieurs génes codant pour des métalloprotéases ou leurs inhibiteurs jouant un role

dans la dégradation de la matrice osseuse.

Ainsi, parmi les genes étudiés, il s’avere que 'addition de RANKL sur les cellules HO-
SRK induit 'expression de la MMP9, de la MMP13 et Iinhibition de TIMP2 (Tableau 20). 1

faut noter que ces effets ne sont pas retrouvés pour la cellule native (Tableau 20).

Par ailleurs, aucune modification des expressions de MMP2 et de TIMP1 n’a été obser-
vée lors de l'addition de RANKL sur les cellules HOS comme sur les cellules HOSRIK
(Tableau 20).
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5. Effet de TP'addition de RANKI. sur des genes impliqués dans

l'oncogenese

L’analyse transcriptionnelle des genes c-flip, c-met et c-myc au sein des cellules HOS
stimulées ou non par RANKL ne montre pas de différence significative dans Iexpression de

ces genes (Tableau 20). Par contre ces genes, sauf c-met, sont augmentés lors de la stimulation

des cellules HOSRK par RANKL (Tableau 20).

6. Effet de I'addition de RANKI. sur d’autres cibles transcription-

nelles

Au cours de ces études, d’autres genes ont été étudiés comme des cibles de la signalisa-
tion RANK. Parmi ces cibles, les génes NFkB et Nfatcl sont augmentés lors de I'addition de

RANKL sur les cellules HOS surexprimant RANK alors qu’aucun effet n’est observé pour la
cellule native (Tableau 20).
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Fold Change HFglst?(hT;agfL
HOS +RKL vs HOS vs HOSRK
RANK 1,10+ 0,18 1,58+ 0,14
RANKL 444+ 199 77,94+ 3137
OPG 1,00+ 0,10 1,09+ 0,12
Apoptose and preliferation
Bax 1,18+ 0,12 1,21+ 0,11
Bcl2 096+0.23 1,281 015
p21 1,18+ 0,21 4,22+ 0,57
p&3 1.05+ 0,08 0,81+0.12
Differentiation
BMP2 1211035 3,24+ 0.51
DKKA 11212018 0,71+ 0,09
Runx2 0,99+ 0,07 0,78+ 0.54
Sox8 0,85+ 0,07 214+ 0,05
Col1a 0911007 5,00+ 0,05
ocC 1,70+ 0,14 14112015
OP 1,58+ 0,12 2,81+0,42
BSP 0,94+0,32 50,25+ 20,44
Migration
MMP2 0.76+0.16 0,70+ 0.06
MMP9 0,97+0,14 7,98+097
MMP13 1,241 0,30 11,73+ 1,41
Timp1 1,07+ 0,08 1,07+ 0,12
Timp2 095+£0.13 0,72+ 0.11
Oncogenes
c-flip 0,81+ 0,07 259+ 0,44
c-met 0,86+0,10 0,80+ 0,25
c-myc 0,85+ 0,07 3,58 £ 0.31
Others
Nfatc1 1,20+ 0,14 7,13+ 3,48
Nikb 1.05+0.22 2,07+0.53
TGF1 1.01+ 0,07 1,13+ 0,20

Tableau 20| Analyse transcriptionnelle des effets de addition de RANKL sur les cellules

L’analyse transcriptionnelle a été réalisée sur les cellules HOS et HOSRK stimulées ou non pendant 24h a
’aide de RANKL soluble (100ng/ml). Les données sont fournies comme exptession relative + SD rappot-

HOS et HOSRK

tées aux genes de référence (ACTB et GAPDH) et aux contréles non traités.
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VIII- Analyse de Pactivité des métalloprotéases MMP2
et MMP9

Afin de confirmer les résultats observés par PCR quantitative, montrant une augmenta-
tion des niveaux de transcrits de MMP9, une analyse de P'activité de MMP9 et de MMP2 a été

réalisée par zymographie en présence comme en absence de RANKL (Figure 89).

Les résultats obtenus montrent une augmentation du niveau basal d’activité de MMP9
dans les cellules modifiées pour surexprimer RANK comparativement aux cellules natives
(Figure 89). De plus, 'addition de RANKL sur les cellules modifiées induit une forte augmen-
tation de Pactivité de MMPY, alors que RANKL n’a aucun effet sur les cellules HOS natives.

Ces résultats valident les observations réalisées en PCR quantitative (Figure 89).

Concernant Pactivité de MMP2, les résultats montrent que expression de RANK par
les cellules HOS, comme leurs stimulations par du RANKL soluble, ne modifient pas I'activité
de cette métalloprotéase (Figure 89). Ce résultat est cohérent avec les données issues de

'analyse transcriptionnelle.

HOS HOSRK

MMP9

MMP2

RANKL
(100ng/ml) - + = +

Figure 89 | Analyse de I’activité des métalloprotéases MMP2 et MMP9
Les sutnageants des cellules HOS et HOSRK traités ou non avec du RANKL soluble (100ng/ml) ont été
analysés par zymographie sur gel de gélatine.
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Partie III : Relation entre la signalisa-
tion RANK/RANKL et les homéo-
génes Dix



Au cours des études précédentes visant a étudier I'implication des homéogenes D/x
et/ou de la signalisation RANK/RANKL dans la physiopathologie de 'ostéosarcome, la pré-

sence de liens entre les homéogenes D/x et la signalisation RANK/RANKL a été recherchée.

Pour ce faire, une analyse de 'expression transcriptionnelle de RANK, RANKL et
OPG a été réalisée dans des cellules transfectées transitoirement par des plasmides contenant la
séquence complete de différents homéogenes Dix (Dix2, Dix3 et Dix4s), et dans les cellules
utilisées dans I’étude du role de D/x4 dans la physiopathologie de 'ostéosarcome (transfection

stable de D/x4 et de BP2, ainsi que les shARN anti D/x4).

L’analyse inverse, c’est-a-dire des effets de expression de RANK sur les homéogenes
Dix n’a pas encore été abordée, mais elle le sera prochainement sur les cellules modifiées pour

Iexpression de RANK.

I- Effet de la surexpression transitoire des génes DIx sur

les génes RANK/RANKL/OPG

Une transfection transitoire des genes D/x2, Dix4 et Dix5 a été réalisée au sein des
cellules MOS-J A3N afin d’analyser apres 24h, les effets de cette induction sur les genes de la

triade.

L’analyse des genes D/x confirme 'augmentation des transcrits concernée dans chaque
modele établi (Tableau 21), validant I'efficacité des transfections. De méme, il est observé que
le gene D/x5 n’est pas exprimé constitutivement dans les cellules A3N, et que son induction
dans ce modele conduit a 'augmentation des niveaux d’expression des transcrits de D/ix4 et
Dix2 (Tableau 21). Par ailleurs, Iinduction de D/x2 semble inhiber Pexpression de D/x4
(Tableau 21).

Concernant les effets des homéogenes D/x sur les membres de la triade
RANK/RANKL/OPG, il s’avére que Pexpression de RANKL est inhibée par les génes D/x2
et Dix4, alors qu’elle est augmentée par la surexpression de D/x5 (Tableau 21). Dans le méme
temps, D/x2 et D/x5 ne semblent pas avoir d’effet sur Pexpression ’OPG alors que D/x4
laugmente (Tableau 21). Concernant I'expression de RANK, aucun signal n’est détecté pour

ce transcrit dans les cellules A3N modifiées ou non.
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A3N - DIx2 A3N - DIx4 A3N - DIX5

RANKL 0,38 £0,05 0,15 +0,03 6,52 +1,22

OPG 0,94 +0,10 1,87 +0,50 1,44 +0,14

DIx2 66,48 +9,79 1,38+ 0,29 2,69 +0,74

DIx4 0,64+0,07 | 322,73+82,5 | 4,42+0,41
DIX5 0 0 1639 £ 170,2

Tableau 21 | Analyse des effets de ’expression transitoire de DIxZ, DIx4 et DIx5 sur les
membres de la triade RANK/RANKL/OPG
Les données sont fournies comme la moyenne = SD de I'expression relative des différents échantillons rap-
portée par rapport aux genes de référence et aux contréles transfectés a 'aide d’un vecteur vide.

II- Effet de la surexpression stable de DIx4 sur les génes
RANK/RANKL/OPG

Les effets de la surexpression des isoformes de Dix4 (D/x4 et BP2) sur les génes de
la triade RANK/RANKL/OPG, ainsi que sur LGR4, ont également été analysées dans les

clones stables utilisés pour la réalisation des expériences iz vivo précédemment décrites.

Les résultats obtenus confirment I'observation faite précédemment sur I'absence
d’expression de RANK dans les cellules A3N. En effet, RANK n’est pas détecté dans les

différentes cellules utilisées au cours de cette analyse (Figure 90).

Concernant les effets de la surexpression de la forme longue de D/x4 sur RANKIL, les
résultats obtenus sont cohérents avec ceux de I'expérience précédente utilisant des transfec-
tions transitoires. En effet, la forme longue de D/x4 inhibe trés fortement I'expression de
RANKL (Figure 90). De méme, P'effet retrouvé sur le niveau d’expression du transcrit FOPG
est similaire dans le sens ou I'expression de la forme longue de Dix4 induit TOPG. Toutefois,

I'induction d’OPG est beaucoup plus forte avec les transfections stables (Figure 90).
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Figure 90 | Analyse de ’expression des transcrits de RANKL, OPG et LGR4 au sein des
lignées A3N modifiées
L’effet des surexpressions stables des isoformes de D/x4 a été analysé par RT-qPCR. Les effets observés sont
présentés en positif pour des stimulations et en négatif pour des inhibitions.

En ce qui concerne les effets du second transcrit de Dix4, BP2, il s’avere que la surex-
pression de BP2 induit fortement I'expression de RANKL mais n’a aucun effet sur celle de

IOPG (Figure 90). Ces deux effets sont a 'opposé de ceux observés pour Dix4.

Suite a la découverte récente d’une relation ligand-récepteur entre RANKL et LGR4,
I'analyse de I'expression de ce récepteur a été menée dans les cellules A3N surexprimant les
isoformes de Di/x4. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative dans
Iexpression de LGR4 au sein des cellules A3BN modifiées ou non pour expression d’une iso-

forme de D/x4 (Figure 90).
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III- Effet de I’inhibition de DIx4 sur Pexpression des
membres de la triade RANK/RANKL/OPG

Les effets de D/x4 sur I'expression transcriptionnelle de RANK/RANKL/OPG, ainsi
que celle de LGR4, ont également été analysés dans les cellules PG1 transduites a I'aide des

shARN anti-D/x4.

Les données obtenues sont surprenantes dans le sens ou I'inhibition de D/x4, dans les
cellules PG1, induit les mémes effets que la surexpression de D/x4 dans les cellules A3N. En
effet, 'inhibition de D/x4 dans les cellules PG1 conduit a une forte inhibition de 'expression de

RANKL et a une forte augmentation de celle I’'OPG (Figure 91).

Les cellules PG1 exprimant RANK de fagon naturelle, 'effet de Dix4 sur I'expression
de RANK a pu étre analysé. Les résultats obtenus montrent que l'inhibition de D/x4 conduit a
une faible augmentation du niveau transcriptionnel de RANK, au moins dans les cellules trans-
duites a I'aide du sh1128 (Figure 91). Par ailleurs, tout comme pour la surexpression de D/x4
dans les cellules A3N, aucune modification de I'expression de LGR4 n’est observée (Figure

91).
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Figure 91 | Analyse de ’expression des transcrits de RANKL, OPG et LGR4 au sein des
lignées PG1 transduites par les shARN anti- DIx4
L’effet de I'inhibition de D/x4 a été analysé par RT-qPCR. Les effets observés sont présentés en positif pour
des stimulations et en négatif pour des inhibitions.
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Discussions



I- Implication des homéogénes Dix, en particulier DIx4,

dans la physiopathologie de ’ostéosarcome

Sur la base de données préliminaires montrant une expression aberrante de certains
genes Dix, en particulier Dix7 et D/x4, dans ensemble des lignées d’ostéosarcomes du labora-
toire, une premicre exploration de I'effet de 'expression de D/x4 dans 'ostéosarcome avait été
réalisée a 'aide de sous-clones de la lignée MOS-] exprimant différentiellement D/x4. Ces résul-
tats avaient alors permis d’établir I’hypothése selon laquelle D/x4 pourrait étre impliqué dans la

physiopathologie de 'ostéosarcome sur le plan prolifératif, ostéolytique et ostéoformateur.

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire était ainsi de valider cette hypothese
en modifiant le niveau d’expression de D/x4 dans les clones cellulaires issus de la lignée ostéo-
sarcomateuse MOS-]. Pour ce faire, deux stratégies ont été employées : I'une consistant a su-
rexprimer le gene D/x4 dans les cellules A3N (exprimant faiblement D/x4) a I'aide d’un vecteur
d’expression, et I'autre consistant a 'inhiber dans les cellules PG1 (Uexprimant fortement) par
une approche d’ARN interférence (shARN). Dans cette perspective, les outils nécessaires a la
réalisation de ces travaux ont été obtenus avec succes (cellules A3N et PG1 modifiées), permet-
tant la réalisation d’une premiére approche iz vivo, en parallele d’études 7n vitro. 1analyse s’est

principalement axée sur le role de D/x4 dans la prolifération cellulaire.

Concernant la surexpression de D/x4 dans les cellules A3N, les résultats des expé-
riences menées zz vivo comme iz vitro n’ont pas permis de mettre en évidence un role de D/x4
dans la prolifération cellulaire (et la croissance tumorale) comme cela était supposé. Par contre
I'inhibition de D/x4 dans les cellules PG1 a pour sa part fourni des résultats prometteurs. En
effet, un retard, voire une absence de développement des tumeurs a pu étre observée chez en-
viron 50 % des souris injectées. A I’évidence, 'observation d’un départ tardif de ces tumeurs
constitue un premier pas vers la confirmation d’une implication de D/x4 dans la croissance

('agressivité) tumorale.

Néanmoins, les expériences réalisées avec les shARNs montrant une grande diversité
de réponse inter-individus, la question de la stabilité de Pexpression des shARNs au cours du
temps en relation avec état prolifératif ou pseudo-différencié de la cellule s’est posée. Pour
répondre a cette question, la remise en culture de picces tumorales et de métastases a été réali-

sée. Les résultats qui en sont ressortis indiquent que I'expression de D/x4 se stabilise sans pour
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autant retrouver un niveau d’expression initiale. Au vu de ces résultats, il est possible que
Iexpression des shARNSs et/ou de Dix4 ne soit pas stable au cours du cycle cellulaire induisant
un effet transitoire ou alternatif des shARNs sur expression de D/x4. Afin de vérifier cette
hypothese, une analyse plus poussée de I'expression de D/x4 au cours du temps et du cycle
cellulaire devra étre envisagée. De méme, la réalisation de lignées exprimant les shARNSs, voire
méme D/x4, de fagon conditionnelle en s’appuyant sur le systeme d’expression Tet-On® devrait
permettre d’identifier ces variations de fagon plus précise et de mieux les controler. Cette étude
est en cours de réalisation, puisque les shARNs ont été récemment clonés dans des plasmides

contenant le systeme de réponse a la tétracycline.

Les divergences de résultats observées entre les expériences de surexpression et
d’inhibition de D/x4 montrent que le role de D/x4 dans la physiopathologie de 'ostéosarcome
n’est pas si simple. Cela pose plusieurs questions sur le fonctionnement du systeme de régula-
tion de D/x4 (isoformes, partenaires, épigencse) et sur son niveau d’implication dans

Postéosarcome (prolifération, ostéolyse...).

L’existence d’isoformes murines de D/x4 a en premier lieu été recherchée étant donné
la connaissance de leur présence chez ’homme. En effet, trois isoformes de D/x4 sont connues
chez Phomme nommées BP7, Dix7 et Dix4 [304,476,480]. La caractérisation et les fonctions du
gene Dix4 et de ses isoformes restent encore mal définies, et de nombreuses erreurs persistent
dans les banques de données (NCBI, Ensembl, Uniprot...). Voici ce que nous pouvons en dire
aujourd’hui. L’isoforme BP7 est surtout connue pour son role dans la répression de
Pexpression de la B-globine alors que cette fonction est perdue pour I'isoforme D/x7 [476,480)].
Bien que peu de données soient disponibles sur leurs fonctions, de nombreuses études mettent
en évidence une expression anormale de BP7 et de D/x7 dans plusieurs cancers. I’expression
de BP7 (D/x4 forme longue), relativement élevée, dans le cancer du sein [425,429,453,481-484],
les leucémies [421,485], le cancer du poumon [486], du foie [487], du placenta [444], de 'ovaire
[445,488,489] et de la prostate [436] serait plutot de mauvais pronostic concernant I’espérance
de vie, la résistance aux traitements [421,490] ou encore 'apparition de métastases. Ainsi, dans
ces différents cancers, le potentiel « cancérogene » de Dix4 s’exprimerait par la perturbation de
plusieurs fonctions comme 'apoptose [444,453,484,491], la prolifération [436,481,483,492,493],
la vascularisation [445,489], 'adhésion et la migration cellulaire [431,481,483,488].

Notre recherche des isoformes murines de D/x4, nous a permis de mettre en évidence

existence de deux transcrits supplémentaires chez la souris dont 'un code pour une protéine
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(BP2). L’existence de ces transcrits avait déja été suggérée par Nakamura et co/. [304], mais
aucune donnée de séquence ni étude de fonction n’avaient alors été fournies. Pour ce qui est de
la correspondance de ces transcrits avec les transcrits de la nomenclature humaine, il semble
que I'isoforme que nous avons appelée D/x4 au cours de notre étude corresponde a Iisoforme
BP7 humaine, et que notre isoforme BP2 corresponde a D/x7 (Tableau 22). En ce qui con-
cerne le transcrit BP7 murin que nous avons identifié, il pourrait s’agir d’'un ARN prémessager

codant pour BP2, cette possibilité reste a étudier.

Souris Humain (selon Berg PE) | Humain (selon NCBI)
Dix4 BP1 Dix4 - isoforme a
BP2 DIx7 Dix4 - isoforme b

Tableau 22 | Correspondance entre les formes murines et humaines de DIx4
La nomenclature des transcrits soutis est celle donnée dans ce mémoire, alors que la nomenclature des trans-
crits humains est celle donnée par Patricie E Berg (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology) et par la base de données du NCBI (septembre 2016).

La recherche d’une fonction « oncogénique » pour BP2 a été cherchée par surexpres-
sion de cette derniere dans les cellules A3N et PG1. La surexpression n’a pas permis de mettre
en évidence de différence de prolifération iz vitro entre les clones surexprimant ou non BP2.
Néanmoins, bien que la surexpression de BP2 dans les cellules PG1 n’ait aucun effet sur la
croissance tumorale 7z vivo, comparativement au controle, la méme expérience réalisée avec les
cellules A3N a fourni des résultats intéressants dans la mesure ou un unique individu injecté
avec les cellules modifiées a développé une tumeur. Ce résultat s’il se confirme constituerait
une avancée importante dans la démonstration de I'implication du systeme D/x4 dans le déve-
loppement de I'ostéosarcome méme si le(s) role(s) exact(s) des différentes isoformes reste(nt) a

déterminer.

Au-dela de P'existence de plusieurs isoformes pour D/x4, la possibilité d’une régulation
de type épigénétique (méthylation, microARN, super-enhancers...) de I'expression de Dix4
n’est pas a exclure et pourrait grandement compliquer I'analyse des résultats de nos expérimen-
tations. Cette possibilité est soutenue par la richesse de la séquence de 'exon 1 en base guanine

et cytosine (83,3 % sur les 120 premicres bases et 63,3% sur 'ensemble de 'exon), mais égale-
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ment par plusieurs données issues de la littérature qui montrent que le gene D/x4 est sujet a la
méthylation dans de nombreux cancers et que certaines de ces méthylations constituent un
marqueur de mauvais pronostic [494—497]. De facon intéressante, ’hyperméthylation impacte-
rait de facon plus importante la forme courte de Dix4 (D/x7), dont I'implication sur le plan
cancéreux est peu documentée, via une méthylation de son promoteur [494,495]. La forme
longue de D/x4 (BPT7) serait, elle, moins impactée ce qui est cohérent avec les nombreuses don-
nées qui montrent que son expression est corrélée avec un mauvais devenir dans de nombreux
cancers. Outre la régulation de expression du gene D/x4 par des mécanismes de méthylation,
une ¢tude récente de Xie et co/l., dans le cancer du foie, a montré que Pexpression de D/x4 pou-
vait étre inhibée par le microARN-122 [492]. Cette inhibition de D/x4 par ce mictoARN con-
duit a2 une diminution de la viabilité cellulaire et a une diminution des capacités de clonogénicité
[492]. Enfin, I'existence d’une régulation plus complexe a I'aide d’un transcrit antisens ou via
des structures de types super-enhancers devra étre étudiée En effet, la prédiction de I'existence
d’un transcrit antisens murin pour D/x4 (refGenbank : AK080562)[498], ainsi que la grande
similitude de structure des génes D/x avec certains genes ayant déja été décrits pour fonction-
ner a 'aide de structures de types enhancers suggerent un fonctionnement similaire pour D/x4.
En effet, le second transcript de D/x4 a un potentiel traductionnel faible, ce qui est cohérent
avec les données générales sur le fonctionnement des super-enhancers décrites par Kowalczyk
et coll. [499]. I’émergence du role de ces structures dans le cancer est trés prometteur, et néces-

sitera d’étre abordée dans la suite de cette étude [500].

Par ailleurs, I'existence de régulations croisées entre les geénes D/x, comme décrites dans
Iintroduction, pourrait également perturber notre analyse concernant I'implication de D/x4
dans la physiopathologie de 'ostéosarcome. En effet, au cours de notre étude, des modulations

par D/x4 ont été observées pour I'expression de plusieurs genes D/x (Tableau 23).

Surexpression Inhibition
Dix4 BP2 sh207 sh1128
(A3ND1/A3ND4)

DIx1 X-5

DIx2 x-3

Tableau 23 | Résumé des effets de DIx4 sur Pexpression des autres génes Dix
Les effets négatifs de DIx4 sur 'expression des autres genes sont représentés en rouge, alors que les effets
positifs sont représentés en vert. La couleur grise indique une absence de modification significative de
Pexpression.

-185-



Bien que des effets ponctuels soient uniquement observés sur Pexpression de D/x7 et
Dix2, il semble que le cluster D/x7/Dix2 puisse étre une cible de BP2 (qui pour rappel n’est pas

exprimé dans les cellules natives).

Des effets cohérents (inverses entre surexpression et invalidation) sont observés sur le
geéne D/x3, qui fait partie du méme cluster que D/x4. En effet, la surexpression de D/x4 stimule
Iexpression de D/x3, alors que I'inhibition de D/x4 la diminue. Cela indique que D/x4 régule

son propre cluster bigénique.

L’existence de telles régulations croisées des DLX, induit une multitude de possibilités
de modulations d’expression de genes cibles si 'on prend en compte les cibles propres de
chaque DLX (DLX4 en particulier) et celles des autres DLX (Tableau 25 ; [501], article en
Annexe 4). Enfin il ne faut pas oublier que les DLX ont non seulement des redondances fonc-
tionnelles mais sont aussi capables de s’inhiber les uns les autres et que par conséquent la com-

position en DLX est un élément a prendre en compte.

Geénes cibles
DLX1 Activin A, Bmp-4, Fgf10, Pich1, Shh, Smad4, Tgf-51
DLX2 Activin A, Amel, Coll 1«1, Coll 21, Fgf10, le12b, le6,

Ocn, Ptch1, Shh, Sost, Vdr, Wnt5a
DLX3 Bmps, Bsp, Coll 1a1, Ocn, Opn, Runx2, Sost, Thap
DLX4 Bmps, c-myc, Gata1, Sost
DLX5 Activin A, Bmps, Bsp, Coll 1«1, 1e56, Ocn, Opn, Runx2,
Sost, Tnap, Vdr, Wnt5a

DLX6 Bmps, Sost

Tableau 24 | Liste non exhaustives des cibles transcriptionnelles connues pour les diffé-
rents génes Dix
Drapres Navet et a/, 2014 [461].

Au cours de notre étude, nous avons également étudié les effets de D/x4 sur certaines
cibles connues pour étre fortement impliquées dans le développement des cancers. Les résul-
tats obtenus ont permis de mettre en évidence que le gene Be/-2 était régulé positivement par
BP2 et fortement diminué par I'inhibition de D/x4 par une approche d’ARN interférence. Ces

résultats sont pour partie en accord avec les observations de Stevenson et ¢o/.. qui ont constaté
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que Bel-2 était une cible directe de la forme longue de D/x4 chez 'homme [453]. Toutefois,
dans notre étude, I'absence d’effet avec la surexpression de la forme longue (murine) pose de
nombreuses questions notamment sur la conservation des roles associés aux divers transcrits
entre les deux especes. Concernant Peffet des modulations de D/x4 sur p53, un effet négatif est
uniquement observé lors de I'inhibition de D/x4. Aucun effet n’est observé lors de la surexpres-
sion de DI/x4, suggérant que le niveau transcriptionnel de p53 puisse ctre déja a un niveau
maximal. Ainsi, 'inhibition de D/x4 aurait un effet pro-tumoral via p53 en opposition avec
Peffet pro-apoptotique de Be/~2 dans le méme temps. Les effets de ces deux geénes pourraient
alors s’annuler expliquant P'absence d’effet sur la prolifération tumorale observée lors de
I'inhibition de D/x4. Néanmoins, I’établissement d’une balance entre ces deux cibles pourrait

expliquer I’échappement observé au cours des expériences réalisées.

Surexpression Inhibition
Dix4 BP2 sh207 sh1128
{A3ND1/A3NDA4)
Bcl2 X2 x-33 x- 8,5
p21 x-3/x-6 x-2,3 X -3
p53 X -2 x-2,6
c-myc x-3,5/-3,5 x-10 x-5,8 x-9

Tableau 25 | Résumé des effets de DIx4 observés sur certains facteurs impliqués dans la
tumorigenése
Les effets négatifs de DIx4 sur I'expression des autres genes sont représentés en rouge, alors que les effets
positifs sont représentés en vert. Le gris indique une absence de modification significative.

Par ailleurs, de facon surprenante, les modulations de 'expression de D/x4 a la hausse
comme a la baisse induisent des effets similaires (diminution) sur les genes ¢-zzyc et p21 contrai-
rement a ce qui aurait pu étre attendu (augmentation d’un coté, diminution de l'autre). Ces ré-
sultats pourraient s’expliquer par la nécessité de maintenir un point d’équilibre dans la cellule

tumorale ou par les différences respectives entre les deux sous-clones (A3N et PG1).
Pour en venir aux explications plausibles, permettant de comprendre les divergences de

résultats observées entre les expériences de surexpression et d’inhibition de D/x4, I'existence de

nombreux partenaires pour les homéoprotéines DLX, qui ont pour certaines des fonctions
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oncogéniques reconnues, pourraient permettrent de mieux comprendre les résultats obtenus

(Tableau 26).

Protéines partenaires
ALX4, BARX1, CDX1, CDX4, FOXA1, HOXB13, MIXL1, SAAD4, SP7,
DLX1
TBX21
DLX2 ALX4, DIP2A, FOXJ1, HOXC8, MSX1, MSX2, NCOAZ2, PI3KR1, SP7,
SUMO3, UBC, XRCC6B
DLX3 RUNX2
DLX4 DLXIN, LSM3, SP7, ZFP263
DLX5 ALX4, CDX2, DLXIN, HNF4G, HOXB13, HOXCS8, JDP2, MSX1, MSX2,
NCOA2, NFE2, RUNX2, SOX8, SOX10, SPEN, SP7, SRY, UBC
DLX6 HSP900AA1

Tableau 26 | Partenaires protéiques des DLX
Drapres Navet et o/, 2014 [461].

Par exemple, il est clairement établi que DILX4 interagit avec la protéine MAGE-D1
(DIxin) [454]. Or, cette protéine semble étre largement impliquée dans les processus de prolifé-
ration et de migration inhérents au développement des cancers, ou elle joue un role de suppres-
seur de tumeur [457,502-507]. Ainsi, en fonction des quantités de DILX4 présentes dans la
cellule tumorale, la réponse de la cellule a la protéine partenaire (facteur de transcription princi-

palement) pourrait étre différente.

En perspective de ces travaux, il sera nécessaire d’approfondir I’étude des mécanismes
de régulation du gene D/x4. Pour ce faire, des expériences de mutagenese dirigées a I'aide du
systeme Crispr/Cas9 visant a invalider PATG de 'une ou l'autre des isoformes pourraient pet-
mettre de mieux appréhender le role de chaque isoforme. De méme, des cotransfections des
différentes isoformes avec les différents genes D/x ou des shARN inhibant 'une ou 'autre des
isoformes pourraient également permettre de mieux comprendre le role des isoformes de D/x4

et d’identifier leurs partenaires.

Par ailleurs, les relations entre D/x4 et le métabolisme énergétique devront étre étudiées
pour répondre aux observations réalisées lors de la transduction des shARN dans les cellules
PG1. En effet, une analyse préliminaire du métabolisme énergétique a permis de mettre en
évidence une différence importante dans les capacités glycolytiques des cellules A3N et PG1
qui pourrait, en plus des variations d’expression de D/x4, expliquer les différences de proliféra-

tion observées entre ces cellules. De plus aucune différence n’étant décelable entre les cellules
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PG1 et PG1-sh207, il est raisonnable de penser qu’il n’existe pas de lien direct entre I'activité
glycolytique et le niveau d’expression de Dix4. Par contre, nous avons pu observer de facon
inattendue une relation entre la phosphorylation oxydative et Uexpression de Dix4. En effet,
Iinhibition de D/x4 par le sh207 induit une baisse considérable des réserves en cofacteurs en-
zymatiques (NADH ou FADH). Bien que préliminaires, ces données posent la question d’une
régulation par ’homéoprotéine DI.X4 de la synthése et/ou de la fonction d’un facteur clef du
controle de la gestion des ressources mitochondriales. Cette question est d’autant plus perti-
nente qu’une étude [508] a déja mis en évidence la présence de la protéine DLX4, en plus de sa
localisation classique dans le noyau, au niveau cytoplasmique. Une telle localisation cellulaire
n’a jamais été observée pour les autres membres de la famille DLX. Concernant le facteur cible
de DLX4, plusieurs possibilités existent. En effet, il pourrait s’agir d’'une enzyme nécessaire a la
biosynthese, d’une protéine impliquée dans le transport mitochondrial (navette malate - aspar-
tate ou glycérol phosphate), ou encore d’une protéine impliquée dans la régénération de ces
cofacteurs comme les sous-unités des complexes I et IT de la chaine respiratoire. Pour la suite
de Pétude, plusieurs expériences pourront étre envisagées comme le dosage des complexes
respiratoires, la mesure de I'activité de certaines réactions du cycle de Krebs (succinate déshy-
drogénase), [lutilisation d’inhibiteurs des transporteurs mitochondriaux (par exemple
I’'Etomoxir pour évaluer la part de consommation d’oxygene due a la Béta oxydation des acides
gras). Aussi, la recherche d’un nouveau clone cellulaire présentant un méme niveau
d’expression de Dix4 que la lignée A3N mais une capacité glycolytique plus importante sera
entreprise pour nos futures recherches. Ces données sont importantes a prendre en compte, car
d’autres études ont déja mis en évidence des roles des génes Dlx, en particulier D/x2, dans le

métabolisme énergétique (switch glycolytique en particulier) [509].

Finalement de nombreuses ¢tudes sont encore nécessaires afin d’établir le ou les role(s)
de Di/x4 dans la physiopathologie de I'ostéosarcome. Nos travaux n’ont volontairement pas
abordé les roles potentiels de DILX4 dans les capacités métastatiques de la cellule tumorale
d’une part et dans la résistance potentielle aux agents de chimiothérapie d’autre part. Ces sujets
trés intéressants et de haute importance clinique s’incrivent dans la poursuite de ce travail et

seront menés avec I’ensemble des outils générés au cours de ce doctorat.
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II- Implication de RANK dans la dissémination métasta-

tique en environnement immunodéficient

La deuxieme partie des travaux réalisés pendant cette these s’est intéressée aux consé-
quences de expression de RANK dans les cellules ostéosarcomateuses sur les processus cellu-
laires fondamentaux (prolifération, différenciation, apoptose et migration), donc sur

agressivité tumorale.

Le fait que RANK soit exprimé au sein de la tumeur dans les cellules ostéosarcoma-
teuses en plus de son expression dans les cellules du lignage monocyte/macrophage, en parti-
culier les ostéoclastes, a longtemps fait débat. Aujourd’hui la majorité des travaux publiés por-
tant sur ce sujet abonde dans le sens d’une expression de RANK dans un nombre significatif
de cellules ostéosarcomateuses visualisées au niveau de biopsies de patients [219,220,247,510—
512] comme dans les lignées d’ostéosarcomes établies [213,236,248,512-517]. La cellule ostéo-
sarcomateuse étant une source importante de RANKL [214,247,510,511,516,518-525], mais
aussi 'OPG [138,247,511,513,516,523,526—528], deux modes de fonctionnement de la signali-
sation RANKL/RANK dans l'ostéosarcome ont été proposés [235,529], un mode homoty-
pique (autocrine a la cellule tumorale) et un mode hétérotypique faisant intervenir les cellules

du micro-environnement tumoral, en particulier les ostéoclastes (Figure 92).

Homotypique Hétérotypique
Py RANKL

I—/’* * RANK
L W

Ostéoclastes

tumorales

Figure 92 | Représentation schématique des deux modes de fonctionnement de la signali-
sation RANKL/RANK dans I’ostéosarcome

Le mode homotypique pour lequel la cible de RANKL est la cellule ostéosarcomateuse exprimant RANK,

quelle que soit I'origine de RANKL (cellule ostéosarcomateuse ou de I'environnement), et le mode hétéroty-

pique pour lequel la cible de RANKL est une cellule de I'environnement exprimant RANK, en premier lieu

P'ostéoclaste, qui en réponse a RANKL stimule la croissance de la tumeur.
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Concernant la voie hétérotypique, de nombreuses études ont établi que la cellule tumo-
rale de par son expression de RANKIL, sans oublier de prendre en compte I'expression de son
récepteur leurre POPG, amorgait le cercle vicieux établi entre cellules tumorales et ostéoclastes
présenté dans la partie introduction de ce mémoire. Rompre ce cercle vicieux dans un but thé-
rapeutique a été le sujet de nombreux travaux avec des résultats prometteurs. Les injections
d’une protéine RANK recombinante (RANK-FC ; [251,529,530]), 'OPG recombinant (OPG
et OPG-FC ; [225,250,511]), d’'inhibiteurs synthétiques de RANK [117] ou I’ARN interférent
anti-RANKL [531] ont été réalisées sur différents mode¢les précliniques d’ostéosarcomes. Dans
tous les cas, une forte inhibition de P'ostéolyse péritumorale a été observée avec des consé-
quences variables sur la croissance tumorale. Le blocage de la résorption osseuse dans le con-
texte de tumeurs ostéolytiques s’est alors confirmé comme un élément positif, néoadjuvant,

dans la prise en charge des patients.

Les bisphosphonates, inhibiteurs puissants de la résorption osseuse connus depuis de
nombreuses années comparativement aux inhibiteurs de la signalisation RANKL/RANK, ont
en premier été utilisés en clinique comme néoadjuvants dans la prise en charge des ostéosar-
comes (protocole OS 2006 par exemple). Au-dela de leur effet sur Postéoclaste, ils exercent
aussi un effet direct sur la cellule tumorale [532,533] avec par exemple un impact sur
Pexpression de RANKL [534,535] et 'OPG [533]. Leur étude se poursuit actuellement, bien
que les premiers résultats soient malheureusement en dega des espérances. Concernant les in-
hibiteurs de la voie RANKL/RANK, les données se limitent a un unique patient traité pout un
ostéosarcome avec I'anticorps bloquant RANKL nommé Denosumab® [268]. Une rémission
totale a été rapportée chez ce patient [268] cependant il est trop tot pour conclure en absence

d’étude clinique sur un nombre de patients conséquent.

Pour en revenir au(x) role(s) associé(s) a 'expression des éléments de la signalisation
RANKL/RANK dans la cellule tumorale, les travaux de Chen et c/. [529] avec un modeéle
d’ostéosarcome obtenu génétiquement chez la souris (GEMM : « Genetically Engineered
Mouse Model ») par délétions ciblées dans T'ostéoblaste de P53 et de Rb ont montré que
I'invalidation totale de RANKL chez ces animaux induisait certes une ostéopétrose mais sut-
tout bloquait le développement tumoral, signant I'importance d’'un RANKL actif pour
Iinitiation tumorale. Nos travaux ont montré que le blocage de RANKIL avec un anticorps
neutralisant utilisé apres initiation tumorale n’inhibait pas totalement la croissance tumorale
mais protégeait 'os de toute résorption. Des travaux non publiés d’injection de nos cellules

PG1 standards (exprimant RANKL) chez la souris RANKL KO (Figure 93) montrent que le
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développement tumoral est retardé mais n’est pas bloqué. Des résultats similaires ont été obte-
nus avec la lignée MOTO1.1 [529]. L’ensemble de ces résultats suggere que Pexpression de
RANKL dans la cellule tumorale est un élément clef de linitiation tumorale indépendamment

de la présence d’ostéoclastes dans 'environnement.

2500 -

RANKL

Figure 93 | Analyse comparative de Pinjection des cellules PG1 chez les souris sauvages et
RANKL KO (n=4)

La croissance tumorale démarre plus tardivement mais est effective chez les souris invalidées pour RANKL.

Au niveau osseux aucun signe de résorption n’est visible mais la formation d’un tissu ostéoide tumoral est

évidente.

La publication d’un cas d’ostéosarcome chez un patient atteint d’une ostéolyse familiale
extensive (FEO ; [536]) et les observations rapportées par les cliniciens de la survenue
d’ostéosarcomes dans des sites osseux ayant un historique traumatologique et/ou inflamma-
toire abondent dans le sens d’une implication de la triade dans I'initiation tumorale par un mé-
canisme qui reste a découvrir. En effet, ces deux conditions sont associées a une perturbation

locale du remodelage osseux donc en lien avec lexpression des éléments de la triade

RANK/RANKI/OPG.
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Nos résultats avec la souris RANK-Tg, souris qui peut ¢tre assimilée a une souris pré-
sentant une FEO [537], montrent que la croissance tumorale n’est pas augmentée chez cette
soutis, indépendamment du statut RANK tumoral, supportant I'idée que 'environnement tres
ostéolytique ait un impact sur linitiation tumorale et non sur la croissance tumorale. Néan-
moins nos résultats montrent un impact sur le nombre de métastases qui apparait globalement
réduit chez la souris RANK-Tg. Des études plus poussées seront nécessaires pour décrypter les
liens éventuels entre hyperactivité ostéolytique et initiation tumorale d’une part, et le potentiel

métastatique de la cellule tumorale d’autre part.

Concernant les roles de RANK dans la cellule tumorale, voie homotypique, nos travaux
ont mis en évidence que cette expression avait pour seule conséquence significative
d’augmenter le potentiel métastatique de la cellule tumorale en stimulant Iexpression par la
cellule tumorale de facteurs pro-migratoires comme les métalloprotéases MMP9 et MMP13.
Ces résultats sont en accord avec la grande majorité des travaux publiés qui n’observe aucun
impact de Pexpression de RANK dans la cellule tumorale sur les processus de prolifération,
différenciation et apoptose [235,248,251,512,517,529,530]. Nous avons de plus observé qu'une
baisse de 'immunité était nécessaire pour que ce potentiel métastatique soit converti en fait.
Chez la souris Nude, utilisée dans nos travaux, 'absence de lymphocytes T actifs liée a la perte
du géne FoxN1 conduit a une augmentation du nombre de métastases avec les cellules surex-
primant RANK. Cette augmentation est, de maniere intéressante, réversible par blocage de
RANKIL dans 'ensemble de 'organisme avec un anticorps inhibiteur. Notre premicre interpré-
tation de ces résultats était que le fait que la cellule tumorale exprime RANK induisait deux
processus en relation avec la survenue de métastases qui s’opposent chez la souris sauvage.
Tout d’abord T'expression de RANK favoriserait le départ de la cellule de la tumeur primaire
suite 2 la stimulation par RANKL comme explicité ci-dessus. A I'opposé I'expression de
RANK favoriserait la reconnaissance de la cellule tumorale en migration par le systeme immu-
nitaire, plus particulicrement par les lymphocytes T connus pour exprimer fortement RANKL
[520]. Chez la souris Nude, I'absence de lymphocytes T avait donc pour conséquences une
augmentation du nombre de métastases, et le blocage de RANKIL diminuant le nombre de
cellules quittant le site primaire ramenait le nombre de métastases a un niveau proche de la
souris sauvage. L’expérience d’invalidation de RANKL uniquement dans les lymphocytes T,
donc chez une souris non-immunodéprimée, avait pour objectif de confirmer notre interpréta-
tion en observant une augmentation du nombre de métastases. Cependant cette invalidation
ciblée n’affecte en rien le nombre de métastases obtenu avec les cellules sur-exprimant RANK

démontrant que notre interprétation était en partie erronée. En effet, il est clair que les lym-
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phocytes T ne sont pas les cellules bloquant les cellules tumorales en migration via la liaison
RANKIL/RANK. Nous n’avons pas d’explication quant au role de I"absence de lymphocytes T
sur "augmentation du nombre de métastases et pensons que cela pourrait plutot étre secondaire
a la perturbation de 'ensemble du systeme immunitaire chez les souris Nude en particulier des
cellules du lignage monocyte/macrophage. Concernant la mise en migration des cellules tumo-
rales par fixation de RANKL sur RANK, nous ignorons quelle peut étre la cellule source de
RANKL méme s’il est clair que cela n’est pas le lymphocyte T. Plusieurs cellules peuvent en
étre la source comme la cellule tumorale elle-méme, 'ostéoblaste quiescent, les lymphocytes B
[538-553] méme s’ils sont peu présents au sein de la tumeur (données du laboratoire), ou les
cellules endothéliales [109,176,554-558] qui sont en grande nombre dans la tumeur. Des tra-
vaux plus poussés d’invalidations spécifiques de RANKL dans les divers lignages cellulaires

seront nécessaires pour établir sans ambiguité la source de RANKILL.

Une nouvelle hypothése est venue s’ajouter aux précédentes qui est que I'expression de
RANK par la cellule tumorale en migration pourrait faciliter son adressage au site métastatique,
le poumon dans le cas présent connu pour son expression de RANKIL [108]. Plusieurs autres
couples cytokines-récepteurs ont déja été impliqués dans I'adressage de cellules tumorales os-
seuses migrantes dont CXCL12/SDFloa pour le récepteur CXCR4/CXCR7 [559-574],
CCL21/6Ckine pour le récepteur CCR7 [575,576], et Fas-L pour le récepteur Fas [577-582]. Le
couple RANKL/RANK poutrrait donc s’ajouter a cette liste. Par ailleurs expression conjointe
de RANK et de ces récepteurs, précédemment évoqués, pourrait favoriser la métastase comme
suggéré par les travaux de Xie et c/. [583] montrant que lactivation de CXCR4 controle
Iexpression de RANKL par la cellule tumorale. Des études complémentaires seront nécessaires
pout caractériser la potentielle fonction du couple RANKL/RANK dans le « seeding » de la

cellule tumorale en migration.

Lexistence d’un troisieme récepteur de RANKL nommé LGR4 a récemment été dé-
montrée [61] avec des effets cellulaires induits différents, voir antagonistes, de ceux observés
via RANK au moins dans la cellule ostéoclastique. La présence ou I'absence de ce récepteur au
niveau de la cellule tumorale dépendamment de Pexpression de RANK devra étre analysée et
les conséquences de la co-expression des deux récepteurs ou de I'expression de 'un ou l'autre
de ces récepteurs sur 'ensemble des processus cellulaires devront étre établies. Nous avons déja
mis en évidence I'expression de LGR4 dans la cellule ostéosarcomateuse et la modulation de

cette expression est 'objet de futurs travaux dans les cellules exprimant ou non RANK. Un
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intérét particulier sera porté au role de LGR4 potentiellement antagoniste de RANK en ré-

ponse a RANKL dans le processus métastatique.

Pour finir, dans la premicre partie de nos travaux nous avons montré que les homéo-
protéines de la famille DLX pouvaient controler I'expression des éléments de la triade
RANK/RANKL/OPG (+LGR4) ce qui peut avoir des conséquences sur son fonctionnement
donc sur la ou les capacités métastatiques de ces cellules ostéosarcomateuses. Les travaux de
Morini et co/l. [430] ont démontré que la composition en DLX présente dans la cellule tumorale
(cancer du sein) avait un impact sur son potentiel métastatique. Par analogie nous pouvons
émettre hypothése que la composition en DLX dans la cellule ostéosarcomateuse puisse avoir

un impact sur le potentiel métastatique de celle-ci en jouant, entre autre, sur la signalisation

RANKIL/RANK/OPG/LGRA4.

La validation de cette hypothese est 'objectif de nos futurs travaux dans la continuité

de ces travaux de thése.
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Conclusion générale et perspectives



La recherche de nouveaux traitements pour améliorer la survie des patients atteints
d’ostéosarcome passe par une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis en
jeu dans cette pathologie. Les travaux présentés dans cette these se sont intéressés a élucider le
role, au sein de la cellule tumorale, des homéogenes Dix et de la signalisation
RANK/RANKL/OPG a la fois dans la cellule tumorale mais également dans son environne-

ment ou cette signalisation est perturbée.

Les résultats obtenus concernant le gene D/x4 n’ont pas permis d’établir clairement un
lien entre Pexpression de D/x4 et la vitesse de prolifération tumorale. Cependant plusieurs axes
sont encore a explorer concernant le role de D/x4 dans I'agressivité tumorale notamment vis-a-
vis de la dissémination métastatique et de I'ostéolyse tumorale. Par ailleurs, I’éventuel impact de
Iexpression de D/x4 (et des autres D/x) sur la résistance aux traitements de chimiothérapies

devra étre exploré.

Concernant la signalisaion RANK/RANKL, en particulier le réle de I'expression de
RANK dans la cellule tumorale, le principal résultat obtenu est la mise en évidence d’un poten-
tiel migratoire de la cellule tumorale exprimant RANK dans un contexte immunodéficient. Une
analyse plus poussée du role de la signalisation RANK/RANKL dans le processus métastatique
sera menée en explorant les interactions possibles de cette signalisation et celles déja connues

pour leur participation dans ce processus.
Ces travaux ont validé I'importance de ces deux signalisations dans P'ostéosarcome.

Une interaction entre ces deux voies est possible et sera étudiée plus en détails lors de la pour-

suite des travaux amorcés dans cette thése.
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Annexe 2 | Liste des amorces de qPCR utilisées pour les analyses chez
la souris

MACTE Sens 5 CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3
Antisens 5 ACCAGAGGCATACAGGGACA 3
MGAPDH 5?n5 5 TEEGTETGAACCATGAGAAGTATG 3
Antisens 5 GETGCAGGAGGCATTGLT 3'
Dl Sens 5 CTACGTCAACTCGGTCAGCA 3
Antisens 5 CTECAACTGCAAACTEEAAT 3
D2 Sens 5 TCCGAATAGTGAACGGEGEAAG 3
Antisens 5" CCGCTTTTCCACATCTTCTT 3'
D3 Sens 5 TACTCGCCCAAGTCGEAATA 3!
Antisens S TTCTGGAACCAGATTTTCACT 3'
Sens 5" AGCTCCAACACCTGAACCAG 3
mDlxd total -
Antisens 5 CTTGGGETAGACCCCAGATGA 3'
mDIx4 full lenght Sénﬁ 5 ATCTCAGCCCTTTCACAGGC 3
Antisens 5 TEGAGCTGCAGGCTAGAGTA 3'
mBP1 Sens S CATGGTETGEEATGCGATGA 3'
Antisens 5 AGAGAAGTCCTCTTCCGGCT 3
Sens 5' CACCGAGACTCAGAATCAGAGAA 3'
mBP2 Antisens 5' AGAGAAGTCCTCTTCCGGCT 3
DIxS Sens 5' CAGAGAAGGTTTCAGAAGACTCAG 3'
miix Antisens 5' CTCCCCGTTTTTCATGATCT 3
DIx6 Sens 5' CACAGCCCTTACCTCCAGTC 3'
mb Antisens 5' AACCTGATTTCCCCGTTTTC 3
Bcl2 Sens 5' GGACTTGAAGTGCCATTGET 3
mibe Antisens 5 AGCCCCTCTGTGACAGCTTA 31
Sens 5' CTTCTCTCCTTCCTCGGALCTC 3
m-cMyc -
Antisens S' CCTCATCTTCTTGCTCTTCTTCA 31
mP21 Sens 5' AGGCAGACCAGCCTGACA 3'
Antisens 5 GAGGGECTAAGGCCGAAGA 3'
ps Sens ' GTTATGTGCACGTACTCTCCTC 3'
mPS3 Antisens 5 CGTCATGTGCTGTGACTTCT 3
Sens 5' GCAGAAGGAACTGCAACACA 3
mRANKL Antisens 5 GATGGTGAGGTGTGCAAATG 3
Sens 5' TGCAGCTCTTCCATGACACTG 3'
mRANK Antisens 5' CAGCCACTACTACCACAGAGATG 3
Sens 5' ATGAACAAGTGEGCTGTECTG 3
mOPG Antisens 5 CAGTTTCTGGEGETCATAATGECAA 3'
Sens 5 CCATTCGTGGACTGAGTGCT 3
mLGR4 Antisens 5 GTTGEETGAATGCGAAGTCGG 3
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Annexe 3 | Liste des amorces de qPCR utilisées pour les analyses

PHomme

chez

GAPDH Sens 5' TGGGTEGTGAACCATGAGAAGTATG 3'
Antisens 5' GETGCAGGAGGCATTGLCT 3
BIM Sens 5" TTCTGGCCTGGAGGCTATC 3'
Antisens 5' TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC 3'
RANK Sens 5' TTCTGCTTCTCTTCGOGTCT 3
Antisens 5' CCAGTGCCACAAATTAGCTGT 3
RANKL Sens 5' TCGTTGGATCACAGCACATCA 3
Antisens 5 TATGGGAACCAGATGEGATGTC 3
OPG Sens 5' CAGCTCACAAGAACAGACTTTCC 3
Antisens 5' TCGAAGGTGAGGTTAGCATGTC 3
Bax Sens 5'ATGCGTCCACCAAGAAGT 3
Antisens 5' ACGGCGGECAATCATCCTC 3
Bcl2 Sens 5 CTGCACCTGACGCCCTTCACC 3
Antisens 5'CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA 3
021 Sens 5' CGAAGTCAGTTCCTTGTGGEAG 3
Antisens 5 CATGGGETTCTGACGGACAT 2'
p53 Sens 5 ACATGACGGAGGTTGTGAGS 3
Antisens 5 CGCAAMATTTCCTTCCACTCGG 3
BMP?2 Sens 5 AGGACCTGGEGEGEAGCAGCAA 3
Antisens 5' GCTCTTTCAATGGACGTGTCCC 3
DKK1 Sens 5 ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC 3'
Antisens 5 CACAGTCTGATGACCGGAGA 3'
Runx? Sens 5' GCCTAGGCGCATTTCAGA 3
Antisens 5 GCTCTTCTTACTGAGAGTGGAAGG 3'
Sox0 Sens 5' GTACCCGCACTTGCACAALC 3!
Antisens 5' TCECTCTCGTTCAGAAGTCTC 3
Coll1A Sens 5 GATCCAGACTCTGACCTTITGC 3'
Antisens 5' GCTCCAGCCTCTCCATCTTIT 3
oc Sens 5' GECGCTACCTGTATCAATGG 3'
Antisens 5 GTGGTCAGCCAACTCGTCA 2'
op Sens 5 GCCGAGGTGATAGTGTGGTT 3
Antisens 5' TGAGGTGATGTCCTCGTCTG 3
RSP Sens 5 CAATCTGTGCCACTCACTGE 3
Antisens 5 ' CAGTCTTCATTITGGTGATTGC 3'
MMP?2 Sens S ATAACCTGGATGCCGTCGT 3
Antisens 5' TCACGCTCTTCAGACTTTGG 3
MMPQ Sens 5 GAACCAATCTCACCGACAGG 3
Antisens 5 GUCCCAGAGATTTCGACTC 3'
MMP13 Sens 5' CCTGGACAAGTAGTTCCAAAGS 3
Antisens 5 GLCGGTETAGGTGTAGATAGGA 3
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Timp1 Sens 3 GGEGCTTCACCAAGACCTACA 3
Antisens 5' TGCAGGGGATGGATAAACAG 3
Timp2 Sens 3 AGAAGAGCCTGAACCACAGS 3'
Antisens 3' TGACCCAGTCCATCCAGAG 3
c-flip Sens 53' CAGGAACCCTCACCTTGTTT 2'
Antisens S3'CAGATTTATCCAAATCCTCACCA 3
c-met Sens 53' TCTGCCTGCAATCTACAAGG 3
Antisens 5"ATTATTCCTCCGAAATCCAAAGT 3
Sens 53' CACCAGCAGCGACTCTGA 3
e Antisens 5' GATCCAGACTCTGACCTTTTGC 3
Nfatcl Sens 5 ATGAAGTCAGCGGAGGAAGA 3'
Antisens 5 GTGTGGAGGTCTGAAGGTTGT 3
NFKb Sens 5 ATAATGCCTTCCGGCTGAGT 3!
Antisens 53'CCTCCACCAGCTCTCTGACT 3
TGEB1 Sens 3' GAGCCCAAGGGCTACCAT 3'
Antisens 53' GGGTTATGCTGGTTGTACAGSE 3'
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Annexe 4 | Articles et revues publiés au cours de la thése
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Synopsis
Oncogenic events combined with a favourable environment are the two main factors in the oncological process.

The tumour microenvironment is composed of a complex, interconnected network of protagonists, including soluble
factors such as cytokines, extracellular matrix components, interacting with fibroblasts, endothelial cells, immune
cells and various specific cell types depending on the location of the cancer cells (e.g. pulmonary epithelium,
osteoblasts). This diversity defines specific “niches” (e.g. vascular, immune, bone niches) involved in tumour growth
and the metastatic process. These actors communicate together by direct intercellular communications and/or in an
autocrine/paracrine/endocrine manner involving cytokines and growth factors. Among these glycoproteins, RANKL
(receptor activator nuclear factor-«B ligand) and its receptor RANK (receptor activator nuclear factor), members of the
TNF and TNFR superfamilies, have stimulated the interest of the scientific community. RANK is frequently expressed
by cancer cells in contrast with RANKL which is frequently detected in the tumour microenvironment and together they
participate in every step in cancer development. Their activities are markedly regulated by osteoprotegerin (OPG, a
soluble decoy receptor) and its ligands, and by LGR4, a membrane receptor able to bind RANKL. The aim of the present
review is to provide an overview of the functional implication of the RANK/RANKL system in cancer development, and
to underline the most recent clinical studies.

Key words: microenvironment, oncogenesis, RANK, RANKL
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INTRODUCTION fact, this description reflects the “seed and soil” theory proposed
by Stephan Paget in 1889 to explain preferential metastatic sites

depending on tumour subtype [3].

In a physiological context, a healthy tissue microenvironment
provides an adapted 3D microarchitecture with essential inter-
cellular signalling, thus ensuring appropriate function. This tis-
sue homoeostasis acts as a barrier to tumour development by
inhibiting excessive cell growth and/or migration. Indeed, this
fragile equilibrium can be destabilized by any alterations to cell
communications, or interaction between cells and extracellular
matrix components and consequently can become a fertile envir-
onment for cancer cells, promoting their malignant transforma-
tion and their proliferation [1]. The conjunction between one or
more oncogenic events and this fertile environment can lead to
the development of a tumour mass, which is frequently linked
to the tumour cells escaping from the immune system [2]. In

 G-protein-coupled receptor 4; OPG,

This “soil” or tumour microenvironment is a very complex and
dynamic organization, defined by three main “niches” depending
on their functional implication: (i) an immune niche involved
in local immune tolerance, (ii) a vascular niche associated with
tumour cell extravasation/migration and (iii) a metastatic niche
(e.g. bone, lung, liver) hosting the metastastic tumour cells [4.5].
The notion of tumour niche was initially described for haema-
topoietic stem cells, for which the bone microenvironment is
composed of complex signalling pathways that carefully regu-
late stem cell renewal, differentiation and quiescence [6]. The
concept of tumour niche was then extended to bone metastases,
such as breast or prostate cancers [7-9]. Lu et al. [10] described
a model of bone metastasis dormancy in breast cancer where

in; OPGL,

receptor activator of nuclear factor« B; RANKL, receptor activator nuclear factor« B ligand: TAM, tumour-associated macrophage: TNF-«, tumour necrosis factor-a: TRAF, TNF-receptor
associated factor; TRAIL, TNF related apoptosis inducing ligand; TRANCE, tumour necrosis factorrelated activationrinduced cytokine.
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VCAM-1, aberrantly expressed, promoted the transition from in-
dolent micrometastasis to proliferating tumour by recruiting and
activating in situ osteoclastic cells. More recently, Wangetal. [11]
analysed the distribution of human prostate cancer cell lines col-
onizing mouse bones after intracardiac injection of tumour cells
and demonstrated that homing of prostate cancer cells was associ-
ated with the presence of activated osteoblast lineage cells. These
two recent manuscripts are perfect examples of the involvement
of the tumour environment in the biology of bone metastases.

The tumour microenvironment thus provides all the factors
necessary for cancer cell survival, dormancy, proliferation or/and
migration [10] and very often, tumour cells divert this envir-
onment in their favour [7-9]. Indeed, this specific microenviron-
ment has recently been involved in the maintenance of cancer cell
dormancy [12—-14] and may also play a part in drug resistance
mechanisms by controlling the balance between cell proliferation
and cell death, or by secreting soluble factors that dysregulate the
cell cycle checkpoints, the cell death associated signalling path-
ways, or drug efflux [15.16].

Cell communications in physiological and pathological con-
ditions are promoted by physical contacts involving adhesion
molecules and channels, but also by a very high number of sol-
uble mediators called cytokines and growth factors which appear
to be the key protagonists in the dialogue established between
cancer cells and their microenvironment [16]. These polypep-
tidic mediators perform their activities in an autocrine, paracrine
or juxtacrine manner leading to inflammatory foci and the estab-
lishment of a vicious cycle between cancer cells and their local
niches [17-19]. These proteins also have endocrine activities and
contribute in this way to both the formation of a chemoattractant
gradient and the metastatic process.

Considerable diversity in the cytokines and growth factors
playing a role in cancer development has been identified in the
last four decades. Some of them can be considered to be biological
markers for aggressiveness. or to be prognostic factors, whereas
others are also regarded as therapeutic targets. Among cytokine
families, in the last 15 years, the biology of receptor activator
nuclear factor-k B ligand (RANKL) and its receptor RANK has
been widely studied in cancer [20-23] and has been identified as
a key therapeutic target in numerous cancer entities, as described
below. The present review gives a synthesis of RANK/RANKL
pathway involvement in the carcinogenesis process. Their direct
or indirect activities in oncogenic events will be described, as
will their recent therapeutic applications.

RANKL/RANK SYSTEM: DISCOVERY,
MOLECULAR AND FUNCTIONAL
CHARACTERIZATION

The superfamily of tumour necrosis factor-a (TNFa) is composed
of more than 40 members and is associated with a similar num-
ber of membrane or soluble receptors. RANKL is one member
of the TNF-a superfamily (TNFSF11) and binds to a membrane
receptor named receptor activator of nuclear factor-«B (RANK),

a member of the TNF receptor superfamily (TNFRSF11A) [20-
30]. The interactions between RANKL and RANK lead to spe-
cific intracellular signal transduction and are controlled by a de-
coy receptor called osteoprotegerin (OPG) (TNFRSF11B) [27]
(Figure 1).

RANKL

RANKL has alternatively been called tumour necrosis factor-
related activation-induced cytokine (TRANCE) [26], osteopro-
tegerin ligand (OPGL) [27,28] and osteoclastic differentiation
factor (ODF) [29.30]. Although RANKL is the name commonly
used, the official nomenclature of this cytokine is TNFSF11.
RANKL is a homotrimeric type II membrane protein with no
signal peptide and existing in three isoforms due to alternative
splicing of the same gene [31]. Among these isoforms, the full-
length RANKL is called RANKL1, RANKL2 is a shorter form
of RANKLI in which a part of the intra-cytoplasmic domain
is missing and RANKL 3 is a soluble form of RANKL, with
the N-terminal part of the amino acids deleted [31]. A soluble
RANKL can also result from the sheding of membrane-RANKL
induced by various enzymes such as the metalloproteinase dis-
integrin TNF-«& converting enzyme (TACE) [32] or ADAM-10,
MMP-7, MMP-14 [33,34]. RANKL is expressed by a wide vari-
ety of tissues such as the brain, skin, intestine, skeletal muscle,
kidney, liver, lung and mammary tissue, but is more highly ex-
pressed in bone tissue [35], lymphoid organs and the vascular
system [36]. The control of bone remodelling is the predominant
function of RANKL. Indeed, RANKL effectively regulates the
bone resorption process by stimulating osteoclast differentiation
and osteoclast survival [37.38]. Whether RANKL is expressed by
osteoblasts, osteocytes, chondrocytes or stromal cells, osteocytes
are its main source in adult bone [39.40]. The role of RANKL
is not restricted to the bone tissue and RANKL also plays an
important role in the immune system, increasing the ability of
dendritic cells to stimulate both naive T-cell proliferation and the
survival of RANK™ T-cells [25,26,41]. In this context, Wong et
al. [27] demonstrated that RANKL is a specific survival factor
for dendritic cells. Overall, RANKL is one of the key factors
at the crossroad between bones and immunity, a topic called
“osteoimmunology” [42].

RANK

RANK, also known as TRANCE receptor [43] and TNFRSF11A,
is the signalling receptor for RANKL [25]. RANK belongs to the
TNF superfamily receptors and is a type I transmembrane protein.
This receptor has a large cytoplasmic domain at its C-terminal
domain, a N-terminal extracellular domain with four cystein-rich
repeat motifs and two N-glycosylation sites [21]. Its last domain
is involved in the interaction with RANKL and the induction of
the receptor’s trimerization [44,45]. RANK mRNAs have been
detected in many tissues such as the thymus, mammary glands,
liver and prostate, but more significantly in bone [21,25]. By
transducing the cell signalling initiated by RANKL, RANK plays
a part in controlling bone remodelling and immunity [46.47].

© 2016 The Author(s). This is an open access article published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society and distributed under the Creative Commons Attribution
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RANKL is a trimeric complex produced in a membrane or soluble form. Secreted RANKL can be produced from a specific
transcript or by proteolysis of its membrane form. Trimeric RANKL interacts with a trimeric receptor named RANK and
triggers a signalling cascade controlling the transcription of numerous effector genes. Additional protagonists intervene
to regulate the binding of RANKL to RANK. In this way, OPG acts as a decoy receptor interacting with RANKL, and complex
VIII (FVIIIvWF) showed a similar capacity. However, OPG is itself controlled by many ligands, including TRAIL, vVWF and
glycoaminoglycans (GAGs), and the final inhibitory effect of OPG on RANKL is dependent on its binding to these ligands.
Very recently, it has been demonstrated that LGR4 is a new receptor for RANKL which can counterbalance the RANKL

activities transmitted by RANK signalling.

Its functional activities have been clearly established by studying
the phenotype of RANK knockout mice which exhibit severe
osteopetrosis, with a lack of mature osteoclasts, and an absence
of lymph node development with impairment in B- and T-cell
maturation [48,49]. RANK is then the second key protagonist of
“osteoimmunology” [50].

RANK/RANKL AND CANCER

RANK expression identifies cancer cells as RANKL
targets

The expression of RANK/RANKL is not restricted to healthy
tissues and numerous studies have demonstrated their expression

in neoplastic tissues. This wide distribution strengthens the hy-
pothesis of their key role in the oncogenic process (Table 1).
Thus, a high percentage of carcinoma cells express RANK
mRNA/protein at various levels [51,52]. Indeed, 89% of all
the carcinomas assessed exhibit RANK positive immunostain-
ing, and approximately 60% of cases showed more than 50 %
of positive cancer cells. Interestingly, RANK expression in car-
cinoma cells is a poor prognostic marker as demonstrated in breast
cancer [86,87]. Similarly to prostate cancers, Pfitzner et al. [87]
demonstrated that higher RANK expression in the primary breast
tumour was associated with higher sensitivity to chemotherapy.
but also a higher risk of relapse and death despite this higher
sensitivity. RANK expression was also described as being pre-
dictive of poor prognosis in bone metastatic patients but not in

© 2016 The Author(s). Thisis an open access article published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society and distributed under the Creative Commons Attribution
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Table 1 RANK and RANKL expression in cancers

Cancer subtypes RANK expressing RANKL expressing
or related tumours tumours
organ (ref ) (ref )
Bladder carcinoma [51] -

Breast carcinoma [51-56] [57-60]
Cervical cancer [51,61] [61]
Chondrosarcoma [62] [62,63]
Colon and rectal cancers [51] -
Endometrial tumours [51] -
Oesophageal tumours [51,64] -

Giant cell tumours of bone [65] [63-66]
Hepatocarcinoma [51,67] [67,68]
Lung cancer [51,69] [69]
Lymphoma [51,70] [71,72]
Melanoma [73,74] -
Myeloma [75] [75,76]
Neuroblastoma [51] [77]

Oral squamous carcinoma [78] (78]
Osteosarcoma [63,79] [63,79,80]
Prostate carcinoma [51,73,81,82] (81,83]
Renal carcinoma (84] (84]
Thymic tumours [51] -

Thyroid adenocarcinoma [51,85]) [85]

patients with visceral metastases [88]. Similarly, sarcoma cells
also express RANK (18-69 % depending on the series) [79,89.90]
and expression is correlated with clinical parameters. Trieb and
Windhager [89] described a reverse correlation between RANK
expression and the overall survival of patients with osteosar-
coma, but not with the response to chemotherapy. These authors
observed lower disease-free and overall survival rates in patients
presenting RANK positive tumours. Bago-Horvath et al. revealed
that RANKL expression was significantly more common in os-
teosarcoma of the lower extremity than in any other location
and did not find any significant correlation between RANKL and
disease-free or osteosarcoma-specific survival. However, they did
report that RANK expression is a negative prognostic factor re-
garding disease-free survival, confirming the data obtained by
Trieb and Windehager (89]. Interestingly, in 2012, Papanastasiou
et al. [91] identified a new isoform of RANK (named RANK-c)
generated by alternative splicing and expressed in breast cancer
samples. Its expression was reversely correlated with histolo-
gical grade and RANK-c was able to inhibit cell motility and
the migration of breast cancer cells by interfering with RANK
signalling.

In several studies [87,90], RANKL expression was not correl-
ated with any clinical outcomes in either carcinoma or sarcoma.
However, in one series of 40 patients, Lee et al. [92] showed
that RANKL expression was related to poor response to preop-
erative chemotherapy and a high RANKL level was associated
with inferior survival. Recently, Cathomas et al. [93] described an

interesting clinical case of an osteosarcoma patient treated with
sorafenib and denosumab. RANK and RANKL were expressed
by the tumour cells and the authors observed complete metabolic
remission for over 18 months strengthening the potential thera-
peutic value of blocking RANK/RANKL signalling in osteosar-
coma [93]. Whereas RANK is expressed by various cancer cell
types, its ligand can be produced either by tumour cells or by their
environment (Table 1). Consequently, RANKL can then act in a
paracrine or autocrine manner on cancer cells. The best example
of such paracrine activity is given by the role of RANK/RANKL
in the pathogenesis of giant cell tumours in bone. RANK is ex-
pressed by giant osteoclasts and the macrophagic component of
the tumours, whereas RANKL is produced by stromal cells. Fur-
thermore, exacerbated production of RANKL by stromal cells
is directly associated with an increase in osteoclastogenesis and
bone destruction [94]. This observation identifies the giant cell
tumours in bone as very good candidates for the clinical use of
Denosumab [95].

Direct RANK/RANKL signalling in cancer cells: the

regulatory activities of OPG and LGR4

RANK, like the other receptors in the TNF receptor superfamily,
is characterized by the absence of tyrosine kinase activity and
consequently requires adapter proteins named TNF-receptor as-
sociated factor (TRAF) in order to transmit cell signalling. The
intracellular domain of RANK has two TRAF binding sites able
to interact with TRAF-2, -3, -5 and -6 [96.97]. but only TRAF6
mutations led to an osteopetrotic phenotype similar to the phen-
otype of RANK knockout mice, thus underlining the predom-
inant role of TRAF6 in RANK associated signalling among the
TRAF family members [96-101]. Consecutively, TRAF6 leads to
the activation of Src/PLCy, PI3K/Akt/mTOR and MAPK (p38,
JNK, ERK1/2) cascades which result in the translocation of tran-
scriptional activators including NF-«B, Fos/Jun or MITF and
subsequently to the transcription of numerous effector genes in-
volved in bone resorption such as cathepsin K or TRAP, in cell
adhesion and motility such as VCAM1 or ICAM1. This explains
the various functional impacts that RANKL has on normal and
cancer cells (Figure 1).

The first identified regulator of RANKL activities was a
soluble protein named OPG [102.103]. OPG is considered to
be a ubiquitous protein with predominant expression in bone
(osteoblasts, mesenchymal stem cells), immune cells (dend-
ritic cells, T- and B-cells) and vessels (endothelial and vascu-
lar smooth muscle cells) [21,104]. OPG acts as a decoy re-
ceptor for RANKL, and blocks the RANK-RANKL interaction
and RANKL-induced signalling pathways with its N-terminal
[11.89]. OPG and RANKL expression are both regulated by
inflammatory cytokines released into the microenvironment of
cancer cells, and RANKL activities will result from the level of
expression and the kinetics of both factors in this microenvir-
onment [21,105]. OPG binds to soluble and membrane RANKL
and strongly controls RANKL bioavailability at the cell mem-
brane by facilitating its internalization and reducing its half-life
[106]. However, OPG possesses numerous other ligands which
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markedly regulate its expression and have an impact on RANKL
availability (Figure 1) [104]. In this way, OPG binds to glycosa-
minoglycans and proteoglycans such as syndecan-1 through its
heparin-binding domain with a strong influence on cancer cell
development [104,107]. The best illustration of the functional
consequence of this interaction in cancer is given by myeloma
cells which overexpress syndecan-1 [108]. OPG produced in the
bone microenvironment is trapped, internalized and degraded by
myeloma cells and the OPG/RANKL balance is then dysregu-
lated in favour of RANKL. The OPG/RANKL imbalance leads to
bone resorption, a phenomenon exacerbated by the RANKL pro-
duction of the myeloma cells. By sequestering OPG, myeloma
cells elaborate a microenvironment that facilitates their expan-
sion. Similarly, OPG can be trapped by the proteoglycans and
glycosaminoglycans located in the extracellular matrix as shown
in osteosarcoma [109]. In addition, OPG binds TRAIL (TNF
related apoptosis inducing ligand), a key natural pro-apoptotic
and “anti-cancer” factor [ 110]. By this way, OPG can thus act as
an anti-apoptotic and a pro-proliferative factor for cancer cells
by blocking TRAIL activity, as shown with prostate carcinoma
for instance [111]. Complex VIII (factor VIII-von Willebrand
factor) is also able to bind to OPG and increases the complexity
of this system by regulating TRAIL-induced cancer cell death
[112]. Finally, RANKL expressed by the tumour cells or/and
their environment by exerting its action through RANK in an
autocrine, endocrine or paracrine manner contributes to estab-
lishing the fertile soil needed for tumour cells to be maintained
and proliferate. In this picture, OPG and its ligands are not-
ably involved in the bioavailability and biological activities of
RANKL.

Very recently, a new RANKL receptor named leucine-rich
repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LRG4) char-
acterized by seven transmembrane regions, has been identified
[113]. In this work, Luo et al. [113] revealed that RANKL
binds to the extracellular domain of LGR4 and by this way
negatively regulates osteoclastogenesis through activation of
Gaq/GS3K-g signalling and repression of the NFATcl path-
way (Figure 1). Moreover, Lgr4 is a transcriptional target of
the canonical RANKL-NFATc1, which shows that LGR4 sig-
nalling acts as the feedback loop controlling RANKL activities.
Interestingly, a mutation in LGR4 encoding gene has been re-
lated to an osteoporosis phenotype which can be explained by
the new function of LGR4 as a RANKL receptor [114]. Al-
though the involvement of the LRG4-RANKL axis in cancer
has not yet been clearly determined, LGR4 nevertheless pro-
motes the proliferation of various tumour cells, including breast,
prostate, gastric and hepatic cancer [115]. This proliferation ef-
fect was linked to activation of the Wnt/g catenin signalling
pathways. LRG4 appears to be a new regulator for prostate de-
velopment and promotes tumorigenesis [ 116,117] and the LRG4-
Stat3 molecular pathway may control osteosarcoma development
[118].

RANKL activities are modulated by the balance between
RANKL and their various molecular regulators produced in the
microenvironment of cancer cells. RANKL is involved in each
stage of tumour development, from the initial oncogenesis pro-
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cess to the establishment of the distant metastases as described
below (Figure 2).

The RANK/RANKL axis is involved in the initial
phases of tumour development

Initially considered to be a pro-metastatic factor, our vision of
RANKL changed when the factor was linked to mammary gland
development [119]. RANKL deficiency leads to a defect in the
formation of the lobo-alveolar structures required for lactation
[120,121]. In addition, RANKL is able to promote the survival
and proliferation of epithelial cells simultaneously with the up-
regulated expression of RANK during mammary gland develop-
ment [119-121]. Disturbance in this coordinated mechanism can
lead to the formation of pre-neoplasias and subsequently to that of
tumour foci, as revealed by Gonzalez-Suarez et al. [122]. These
authors established a mouse mammary tumour virus — RANK
transgenic mice overexpressing the protein in mammary glands
—and reported a high incidence of pre-neoplasia foci (multifocal
ductal hyperplasias, multifocal and focally extensive mammary
intraepithelial neoplasias), as well as the development of adeno-
carcinoma lesions in these transgenic mice compared with the
wild-type mice. Confirming the involvement of RANKL in the
initial oncogenic process, administration of RANK-Fc decreased
both mammary tumorigenesis and the development of lung meta-
stases in MMTV-neu transgenic mice, a spontaneous mammary
tumour model [122]. In acomplementary work, this team demon-
strated that the RANKL/RANK axis was pro-active in epithelial
mesenchymal transition (EMT), promoted cell migration simul-
taneously with neo-vascularization, and that their expression was
significantly associated with metastatic tumours [123]. Overall,
their data revealed that RANK/RANKL signalling promotes the
initial stage in breast cancer development by inducing stemness
and EMT inmammary epithelial cells. A similar process has been
confirmed in head and neck squamous carcinoma [124], and in
endometrial cancer [125], and RANKL expression has been as-
sociated with the EMT and appears to be a new marker for EMT
in prostate cancer cells [83].

RANK/RANKL system controls cell motility and
consequently contributes to the metastastic
process concomitantly with a pro-angiogenic
function

Jones et al. [95] provided the first evidence of a chemoat-
tractant activity for RANKL. These authors demonstrated that
RANKL produced by osteoblasts and bone marrow stromal cells
attracts RANK-expressing cancer cells and induces their migra-
tion. This mechanism seems to be relatively universal and was
observed in prostate cancer [95,126,127], breast cancer [95],
colon cancer [58], melanoma [95], oral squamous carcinomas
[128], lung cancer [129], hepatocarcinoma [130]. endometrial
cancer [131], osteosarcoma [132,133] and renal cancer [134].
RANKL-induced migration is associated with specific signalling
cascades, especially the activation of MAP Kinase pathways.
The RANKL/RANK axis then regulates cancer cell migration
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Cancer cells are direct targets for RANKL. RANKL initiates the formation of pre-cancerous lesions by facilitating the
EMT process and stemness, as well as facilitating tumour growth and the metastatic process by modulating immune
and vascular niches. Throughout these processes, RANKL acts as a chemoattractive factor for cancer cells and M2
macrophages. Activated macrophages facilitate both the proliferation of Treg lymphocytes, the main source of RANKL
during primary tumour growth, and the initiation of the pre-metastatic niche in bone. RANKL up-regulates the angiogenic
process by stimulating the proliferation and survival of endothelial cells and, in parallel, of the metastatic process by
promoting the extravasation/intravasation of RANK-expressing cancer cells and their migration to distant organs. The
RANKL concentration gradient drives the tumour cells to the metastatic sites.

and RANKL acts as a chemoattractive agent on cells that express
one of their receptors.

In addition to its direct effects on cancer cells, RANKL is
notably able to modulate the tumour microenvironment, in par-
ticular the formation of new blood vessels. Blood vessels are
used by cancer cells to deliver large quantities of nutriments and
are their main means of migrating so as to invade distant or-
gans. RANK expression was detected in endothelial cells, and by
interacting with this receptor, RANKL impacts the angiogenic
process by both stimulating angiogenesis through an Src and
phospholipase C-dependent mechanism [135,136], and increas-
ing cell survival in a PI3k/Akt-dependent manner [137]. RANKL
also induced the proliferation of endothelial cell precursors and
the neoformation of vascular tubes [138]. This phenomenon is
exacerbated by VEGEF, which is frequently secreted by cancer
cells and which up-regulates the RANKL response of endothelial
cells by an up-regulation of RANK expression and an increase in

vascular permeability [139]. These works strengthen the role of
RANK/RANKL axis plays in the metastatic process by regulating
cancer cell migration and the neoangiogenesis.

Immune cell regulation by RANK/RANKL: setting
up fertile soil for cancer cells

RANKL influences the microenvironment of cancer cells by act-
ing on local immunity. The major role of RANKL in the im-
mune system was initially identified in RANKL-knockout mice
in which the development of secondary lymphoid organs was
impaired, especially the lymph nodes [140,141], but also at the
“central” level, where the maturation of the thymic epithelial
cells necessary for T-cell development was affected [142,143].
RANKL is also involved in modulating the immune response
by inducing T-cell proliferation [25] and dendritic cell survival
[26]. T-cells activated as a result of RANKL expression stimulate
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Table 2 Main clinical trials based on RANKL targeting in cancers
Source: clinical trial.gov March 2016.
Clinical
trial Phase, cancer Patients
reference type Title Primary out lled Treatment (references)
NCT01624766 I, Advanced A Phase | Trial of anakinra Maximum tolerated dose 147 Escalating dose of
malignancies (IL-1 receptor denosumab
antagonist) or Starting doses:
denosumab (anti-RANKL everolimus 10 mg by
monoclonal antibody) in mouth daily for a
combination with 28 day cycle.
everolimus (mTOR Denosumab 120 mg
inhibitor) in patients with (s.c.)on Day 1 of a
advanced malignancies 28 day cycle
NCT01419717  Ill, Advanced Open-label access protocol Subject incidence of 129 120 mg denosumab (s.c.)
cancer of denosumab for treatment-emergent every 4 weeks
subjects with advanced adverse events
cancer
NCT01920568  lll, Bone A study comparing Percent change from 477 120 mg denosumab (s.c.)
metastases from denosumab with baseline in the bone injection for a
solid tumours zoledronic acid in turnover marker maximum of 13 doses,
subjects of Asian (uNTx/uCr) infusion over >15 min
ancestry with bone once every 4 weeks
metastases from solid
tumours
NCT02470091  Il, Osteosarcoma Phase Il study of Disease control rate at 20 Denosumab (s.c.) on day
denosumab, a RANK months 4 and 12 1 (days 1, 8 and 15 of
ligand antibody, for course 1 only).
recurrent or refractory Treatment repeats every
osteosarcoma 4 weeks (28 days) for
up to 24 months or 26
courses
NCT00396279 I, Giant cell An open-label, multicenter, Percentage of patients 37 120 mg denosumab (s.c.)
tumours of bone phase 2 safety and with tumour response once every 4 weeks,
efficacy Study of with an additional
denosumab (AMG 162) 120 mg doses on Days
in subjects with 8 and 15 of the first
recurrent or month of treatment +
unresectable giant cell daily supplements of
tumour of bone at least 500 mg of
calcium and 400 IU of
vitamin D
NCT00680992 I, Giant cell An open-label, multicenter, Safety profile of 530 120 mg denosumab (s.c.)
tumours of bone phase 2 study of denosumab every 4 weeks with a
denosumab in subjects loading dose of
with giant cell tumour of 120 mg (s.c.) on study
bone days 8 and 15
NCT01951586  IlI, Non-small cell A randomized, double-blind, Relative benefit on overall 226 120 mg denosumab (s.c.)
lung cancer multicenter phase 2 trial survival every 4 weeks with a
of denosumab in loading dose of
combination with 120 mg (s.c.) on study
chemotherapy as days 8 and 15
firstline treatment of
metastatic non-small
cell lung cancer
NCT02129699 ll, Non-small cell A randomized, open-label Overall survival 1000 120 mg denosumab (s.c.)
lung cancer phase lll trial evaluating every 3-4 weeks +
the addition of 4/6 cycles of standard
denosumab to standard (combination of
firstline anti-cancer platinum-based agents
treatment in advanced plus gemcitabine or
NSCLC pemetrexed)
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Table 2 Continued

Clinical
trial Patients
reference Phase, cancer type Title Primary out lled Treat t (refe )
NCT00259740  |l, Multiple myeloma An open-label, multicenter ~ Complete or partial 96 120 mg denosumab (s.c.)
phase 2 trial of response based on on study days 1, 8, 15
denosumab in the M-protein and 29 and every
treatment of relapsed assessments 4 weeks thereafter
or plateau-phase
multiple myeloma
NCT01345019  Ill, Mulkiple myeloma A randomized, Time to the first on-study 1700 120 mg denosumab (s.c.)
double-blind, skeletal related event every 4 weeks
multicenter study of
denosumab compared
with zoledronic acid in
the treatment of bone
disease in subjects
with newly diagnosed
multiple myeloma
NCTO0330759  lll, Multiple myeloma A randomized, Time to the first on-study 1779 120 mg denosumab (s.c.)
double-blind, skeletal-related event every 4 weeks
multicenter study of
denosumab compared
with zoledronic acid
(Zometa) in the
treatment of bone
metastases in
subjects with
advanced cancer
(excluding breast and
prostate cancer) or
multiple myeloma
NCT02099461 |, Healthy patients, A randomized, stratified, Ratio of post-baseline to 82 Healthy volunteers,
breast open-label, no- baseline Ki-67 index in 60 mg denosumab
treatment-controlled, mammary epithelial (s.c.)on day 1
parallel group, cells Percutaneous core
multicenter phase 1 needle breast biopsies
trial to evaluate the on day 1 (prior to study
effect of denosumab treatment) and day 28
on cellular proliferation
in the human breast
NCT01545648 |l, Early breast cancer Pilot study to evaluate the  Reduction of bone 45 120 mg denosumab (s.c.)
impact of denosumab marrow disseminated every 4 weeks for total
on disseminated tumour cells of 6 months, then
tumour cells in every 12 weeks for two
patients with early doses, for a total
stage breast cancer treatment course of
one year
NCT01952054 |l, Breast cancer Phase Il study of Reduction of circulating 35 120 mg denosumab (s.c.)
denosumab to define tumour cells every 4 weeks (+
the role of bone hormotherapy)
related biomarkers in
breast cancer bone
metastasis
NCT01864798 |I, Early breast cancer A pre-operative window Geometric mean change 39 Denosumab, from 30 to

study evaluating
denosumab, a RANK
ligand (RANKL)
inhibitor and its
biological effects in
young premenopausal
women diagnosed with
early breast cancer

in tumour Ki67
expression

120 mg (s.c.) once a
every 4 or 12 weeks
for 25 weeks
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Table 2 Continued

Clinical
trial Patients Treatment
reference Phase, cancer type Title Primary out lled (ref )
NCT00091832 11, Breast cancer with A randomized Percent change from 255 Denosumab, from 30 to
bone metastases active-controlled baseline to week 180 mg (s.c.) once a
study of AMG 162 in 13in every 4 or 12 weeks
breast cancer creatinine-adjusted for 25 weeks
subjects with bone urinary N-telopeptide
metastasis who have
not previously been
treated with
bisphosphonate
therapy
NCT01077154 1Il, Early breast A randomized, Bone metastasis-free 4509 120 mg denosumab
cancer double-blind, survival (s.c.) every 4 weeks
placebo-controlled, for 6 months. 120mg
multicenter phase 3 (s.c.) every 3 months
study of denosumab for the next 4 and a
as adjuvant half years
treatment for women Supplementation: oral
with early-stage calcium (at least
breast cancer at high 500 mg) and vitamin
risk of recurrence D (at least 400 IU)
(D-CARE) for 5 years
NCT00321464 111, Breast cancer A randomized, Time to first on-study 2049 120 mg denosumab
with bone double-blind, skeletal related event (s.c.) every 4 weeks
metastases multicenter study of
denosumab
compared with
zoledronic acid
(Zometa®) in the
treatment of bone
metastases in
subjects with
advanced breast
cancer
NCT00089661 111, Non-metastatic A randomized, Lumbar spine bone 252 Denosumab 60 mg
breast cancer double-blind, mineral density (s.c.) every 6
placebo-controlled percent change from months, beginning on
study to evaluate baseline at month 12 Study day 1, for a
AMG 162 in the total treatment
treatment of bone period of 24 months
loss in subjects
undergoing
aromatase inhibitor
therapy for
non-metastatic
breast cancer
NCT02613416 11, Breast biomarkers Phase Il correlative Safety issue 44 120 mg denosumab

study of denosumab
effects on tissue and
imaging breast
biomarkers (pre- and
post-menopausal
women diagnosed
with stage O-ll breast
cancer)

(s.c.) per month
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Table 2 Continued

Clinical
trial
reference

NCT00321620

Title

A randomized, double-blind,
multicenter study of
denosumab compared
with zoledronic acid
(Zometa®) in the
treatment of bone
metastases in men with
hormone-refractory
prostate cancer

A randomized, double-blind,
placebo-controlled,
multicenter phase 3
study of denosumab on
prolonging bone
metastasis-free survival
in men with hormone
refractory prostate
cancer

Ill, Non-metastatic A randomized, double-blind,
prostate cancer placebo-controlled study
to evaluate AMG 162 in
the treatment of bone
loss in subjects
undergoing
androgen-deprivation
therapy for
non-metastatic prostate
cancer

An open label, single arm,
extension study to
evaluate the long term
safety of denosumab for
prolonging bone
metastasis-free survival
in men with
hormone-refractory
prostate cancer

Phase, cancer type

Ill, Prostate cancer
with bone
metastases

NCT00286091 lll, Non-metastatic

prostate cancer

NCTO0089674

NCT01824342 |Il, Prostate cancer

Patients
Primary outcome lled Treat it ( )
Time to the first on-study 1904 120 mg denosumab (s.c.)
skeletal-related event every 4 weeks
Zoledronic acid 4 mg (i.v.)
Bone metastasis-free 1435 Denosumab 120 mg (s.c.)
survival every 4 weeks
Lumbar spine bone mineral 1468 Denosumab 60 mg (s.c.) at
density percent change day 1, months 6, 12,
from baseline at month 18, 24, 30
24
Number of patients with 18 Denosumab 120 mg (s.c.)
treatment-emergent every 4 weeks for up to
adverse events and 3 years
deaths

dendritic cells, expressing RANK, to enhance their survival and
thereby increase the T-cell memory response [25]. More recently,
Khan et al. [144] demonstrated that RANKL blockade can rescue
melanoma-specific T-cells from thymic deletion, and increases
the anti-tumour immune response as shown in melanoma.
Tumour-associated macrophages (TAMs) accumulate in the
tumour microenvironment and, depending on their M2 or M1
phenotype, play a part in tumour growth, angiogenesis and meta-
stasis [145]. RANK is present at the cell membrane of mono-
cytes/macrophages and RANKL acts as a chemoattractant factor
for these cells [146]. The M2-macrophages which mainly ex-
press RANK is strongly associated with the angiogenic process
[147]. RANK/RANKL signalling in the M2-macrophages mod-
ulates the production of chemokines, promoting the proliferation
of Treg lymphocytes in favour of an immunosuppressive envir-
onment [ 148]. In breast carcinoma, RANKL is mainly produced
by Treg lymphocytes (CD4* CD25* T-lymphocytes expressing
Foxp3). In this context, a vicious cycle is established between

TAMs, Treg and tumour cells resulting in tumour growth, the
spread of cancer cells and amplification of the metastatic process
[149]. In fact, T-lymphocytes appear to be the principal source
of RANKL in tumorigenesis. Whether RANKL-producing T-
lymphocytes are involved in the initial step of metastatic process
or not, T-lymphocytes induce a permissive environment initiating
the pre-metastastic niche [150].

RANK/RANKL and bone niche: ongoing clinical
trials

When proliferative tumour cells are located in the bone environ-
ment (primary bone tumours or bone metastases), they dysregu-
late the balance between bone apposition and bone resorption in
order to create a favourable microenvironment for their growth
[151]. In this way, this bone microenvironment becomes a source
of therapeutic targets, RANKL being one of them [152]. OPG-Fc
was the first generation of drug targeting RANKL to be assessed
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in potsmenopausal women [152]. Nevertheless. due to its ability
to bind to multiple ligands, and particularly to TRAIL, OPG-Fc
based clinical trials have been suspended until the development
of a monoclonal antibody targeting RANKL [153]. Denosumab,
a fully-humanized antibody targeting RANKL and blocking its
binding to RANK, has been developed to bypass this risk [51]. In
osteoporotic patients, Denosumab was well-tolerated and a single
s.c. dose resulted in a prolonged decrease in bone turnover [154].
The value of blocking RANKL activities has been also demon-
strated by the inhibition bone resorption in numerous pre-clinical
models of primary bone tumours (Ewing sarcoma [155], osteosar-
coma [156,157]), bone metastases (breast [158], prostate [159],
non-small cell lung cancer [160]) and in myeloma [161]) and in
numerous phase II and IIT clinical trials (Table 2). In breast and
prostate carcinoma patients, bone turnover markers were reduced
in a way similar to that in the osteoporosis context and, in addi-
tion, delayed the onset of the first skeletal-related event and the
risk of multiple SRE [162]. A comparison with bisphosphonate
therapy demonstrated the superiority of Denosumab concerning
the two previous parameters even if the overall survival rate was
similar with both drugs. Additional clinical trials in metastatic
diseases are currently in progress and their results will be very
informative with regard to the clinical extension of Denosumab
in oncology.

CONCLUSIONS

Since their initial discovery in 1997, RANK/RANKL became
key actors in first bone remodelling and then more recently in
oncology. This molecular axis is clearly involved in all stages
of tumorigenesis, including tumour hyperplasia, pre-neoplasia
foci formation, cancer cell migration, neo-angiogenesis, immune
cell chemoattraction and the establishment of an immunosup-
pressive environment and initiation of a pre-metastatic niche.
In one decade, RANK/RANKL has not only transformed our
vision of bone biology but has also strengthened the notion of
“seed and soil”, conventionally used to explain the metastatic
process. Targeting RANK/RANKL signalling has already shown
its therapeutic efficacy in osteoporotic patients and its clinical
advantages in the management of bone metastases from breast
and prostate carcinomas. Current ongoing clinical trials will be
crucial for better defining its potential side effects after long term
use.
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Homeobox genes from the Dlx family
and bone cancers

Benjamin Navet, Frédéric Lézot
INSERM UMR 957, Nantes University, Faculty of Medicine, Nantes F-44035, France

INTRODUCTION

Homeobox genes were discovered in Drosophila melanogaster as being responsible, when mutated, for phenotypic
changes during early embryonic development such as body segment replacement (antenna toward pedia) or dupli-
cation (thoracic segment T2)'”. Sequence homology studies with these two initial genes (called Antenapedia and
Ultrabithorax) led to the isolation of similar genes in many other species from the Nematode to Zebra Fish, Xenope,
Mouse and Human®. A highly conserved sequence of 183bp called “homeobox” was found present in these genes’,
and genes containing such a homeobox sequence were named “homeobox genes”. The homeobox encodes a protein
domain (61 amino acids) called the “homeodomain”, which can bind to specific DNA sequences’. With time and
the achievement of whole-genome sequencing, the homeobox gene family has been extended, in humans, to a total
number of 300 loci corresponding to 235 functional genes and 65 pseudo-genes’. Within this important superfamily,
two groups can be distinguished. The first group corresponds to “HOX” homeobox genes that are organized into
four clusters in mammalian genomes. These clusters, probably obtained by successive duplications'’, are localized
on different chromosomes (Table 14.1) and contain 13 series of paralog genes”'""”. The second group corresponds to
all other homeobox genes, divergent from HOX homeobox genes and dispersed in genomes’. The DIx homeobox
genes are peculiar divergent homeobox genes since they are also organized in clusters and are furthermore located
on the same chromosomes as HOX clusters (Table 14.1).

The present chapter provides a review of the current state of knowledge of the DIx homeobox genes with a special
focus on the implication of these genes in bone formation and bone tumors.

DLX HOMEOBOX GENES

DIx homeobox gene origin

Homeobox genes are an exemplary illustration of gene conservation during the evolution of genes controlling the
development. The development of complex anatomy by organisms often requires multiple duplications of individ-
ual ancestral genes. Indeed, while in invertebrates a single gene called Distal-less (Dll) is present, several DIx genes
have been described in vertebrates®'*"*. In particular, humans and mice have six Dlx homeobox genes'* . The high
conservation of the DIx homeobox sequence, paralog in a species, ortholog between species, supports the hypothesis
of an initial split of an ancestral gene on the same chromosome, followed by successive chromosomic duplications
of this cis-paralog pair under maintenance of their orientation'”?'. The analysis of the Dlx gene sequences in verte-
brates™ has led to the classification of this gene family into two groups of trans-paralog genes (Figure 14.1):

DIx2, DIx3 and DIx5 being closer to DIl with a homology of 68% for the homeobox sequence and maintenance of
the first intron position,
DIx1, Dlx4 and DIx6 sharing only 44% homology with DII for the homeobox sequence”.
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10010 TABLE 14.1 Chromosome localization of the HOX and DLX gene clusters in mouse and human

Mouse Human
HOX-A DLX5-DLX6 Chr6 Chr7
HOX-B DLX3-DLX4 Chr 11 Chr 17
HOX-C - Chr 15 Chr12
HOX-D DLX1-DLX2 Chr2 Chr2
Cis-paralgoqs
‘ [ Chromosome 2 l ‘
DLX1 DLX2
5 3 10.7kb a 5
z
e12b ie12a

Trans-paralogs
| Chromosome 17 |
DLX4 DLX3
5 3 26kb 3 .
= T
c34d 1234h ie34de 234a  iclde
I Chromosome 7 I
DLX6 DLX5
& " 10kb - "
B £ | 1 T =3
ie36a ie56b

0010 FIGURE 14.1 Schematic representation of the DIx gene cluster organization in humans. The Dix gene structure is also represented. Homeobox
sequences are shown in grey. Intergenic enhancers are shown with arrows.

poo3s  From a phylogenetic point of view, it seems that the ancestral gene split occurred after the divergence between
arthropods (insects) and chordate (vertebrates), but before the divergence between vertebrates and tunicates™. With
regard to the DIx gene cluster duplications, which occurred simultaneously with the HOX cluster”, these took place
before the furcation between Zebra Fish and tetrapods, since several pairs of Dix genes in cis-paralog position are
present in Zebra Fish. However, the presence of two supplementary DIx genes in this fish in cis-paralog position™** =
raises an open question: have such supplementary Dix existed and been lost in vertebrates, or are these genes the
result of duplication posterior to the separation between fish and tetrapods?

«0035 Chromosomic organization and structure of Dlx homeobox genes

pood0  DIx homeobox genes are organized in three pairs of cis-paralog genes in a tail-to-tail orientation (Figure 14.1). As
previously mentioned (Table 14.1), each pair is associated to a HOX gene cluster in 3’ position'***’. All DIx genes
have the same genomic organization (Figure 14.1) with three exons'**'****, Each exon contains a coding sequence
and the homeobox is shared between exon 2 and 3 (Figure 14.1). Because of the tail-to-tail orientation of Dlx genes
in the cluster, each gene has its own promoter and can be regulated independently of its cis-paralog. However,

L BASIC ASPECTS OF BONE CANCERS

ISBN: 978-0-12-416721-6; PII: B978-0-12-416721-6.00014-5; Author: HEYMANNENGLISH; Document ID: 00014; Chapter ID: c0070

©0070_web.indd 150 @ 28/04/14 3:29 PM

-258-



To protect the rights of the author(s) and publisher we inform you that this PDF is an uncorrected proof for internal business use only by the author(s), editor(s), revi s), El

typ Th

and

st0040

0045

st0045

st0050

50055

st0060

&

pO06

001

G

on Digital. It is not allowed to publish this proof online or in print. This pmt@py is the copyright property of the publisher and is confidentialuntil formal publi

DLX HOMEOPROTEINS 151

intergenic enhancers have been found in each cluster (Figure 14.1), which enable the transcriptional co-regulation
of each pair of genes””*”. These intergenic enhancers have been shown to be functional during embryonic develop-
ment™ .

DIx homeobox gene transcripts

Several transcripts have been described for certain DIx homeobox genes. These transcripts may have resulted
either from an alternative transcription, from an alternative splicing or from a bidirectional transcription with the
presence of an antisense transcript. The DIx homeobox gene transcription modalities are very variable, with a single
transcript for DIx2 and DIx3, two transcripts for Dix4 resulting from an alternative splicing, two transcripts for DIx6
including an antisense transcript, and four alternatively spliced sense transcripts as well as an antisense transcript for
DIx1***. With regard to DIx5, three sense transcripts resulting from alternative splicing have been reported in mouse
with only one transcript containing the homeobox™. In human, a unique transcript (1.8kb) has been identified”'.

DIx antisense transcripts are the exact complementary sequence to sense transcripts owing to the fact that they
originate from the same locus. This category of antisense RNA is called cis-antisense*”. The function associated to
these Dlx antisense transcripts remains unknown. However, the implication of such antisense transcripts in the regu-
lation of the expression of the homeoprotein encoded by the sense transcript has been reported during embryonic
development for a homeobox gene called Msx1***. A similar function may exist for DIx homeobox antisense gene
transcripts, as suggested by DIx1 antisense invalidation experiments*.

DLX HOMEOPROTEINS

The homeodomain

The homeodomain (61 amino-acids) has a secondary structure formed of three « helixes. The second and third
helices, linked by a B turn, form a helix-turn-helix motif which enables DN A binding” . The carboxyl terminal part
of the third helix specifically recognizes a DNA sequence (responsive element) and binds to the major furrow of the
genomic DNA double helix™*. The helix-turn-helix motif is highly conserved in the DLX family*’. Small variations of
sequence in the first helix and in the link between first helices can be used to discriminate between members of the

DLX family and to distinguish them from all other homeoprotein families™.

Other conserved domains

Other domains have been found conserved in DLX homeoproteins. In both parts of the homeodomain, conserved
sequences have been named “homeodomain extensions”". Their associated function is still unknown but an in-
volvement in DNA sequence recognition is suspected. In the N-terminal part of DLX homeoproteins, two conserved
sequences have been found and named DLX homology regions 1 and 2***. The function of these conserved regions
is still unknown. Finally, two nuclear localization signals have been found in all DLX with the exception of DLX4,
which only has one.

Biochemical peculiarities of DLX homeoproteins

Like all homeoproteins, DLX binds directly* as a monomer™® to DNA sequences (responsive elements) rich in A
and T bases™**". DLX homeoproteins can bind to the same nucleotide core sequence 5’ TAATT 3’ present on the
promoter of shared target genes such as osteocalcin®*". Each DLX homeoprotein can also bind to specific sequences
not recognized by other DLX (Table 14.2).

TABLE 14.2 Examples of specific responsive elements of DLX homeoproteins

Sequences References

DLX2 CACTAATTGAG =
DLX3 (A/C/G)TAATT(G/A)(C/G) =
DLX4 TCAATTAATTGA £
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TABLE 14.3 DLX homeoprotein target genes

Target genes References

DLX1 Activin A, Bmp-4, Fgf10, Ptch1, Shh, Smad4, Tgf-B1 -
DLX2 Activin A, Amel, Coll 1a1, Coll 2a, Fgf10, le12b, 156, Ocn, Ptch1, Shh, Sost, Vdr, Wnt5a ol il
DLX3 Bmps, Bsp, Coll 1a1, Ocn, Opn, Runx2, Sost, Tnap AT
DLX4 Bmps, c-myc, Gatal, Sost

DLX5 Activin A, Bmps, Bsp, Coll 1a1, 1e56, Ocn, Opn, Runx2, Sost, Tnap, Vdr, Wnt5a %51,5360-63,65,66,7071,75-80
DLX6 Bmps, Sost 7150

TABLE 14.4 Proteins that may form dimers with DLX homeoproteins

Partner proteins References

DLX1 ALX4, BARX1, CDX1, CDX4, FOXA1, HOXB13, MIXL1, SAAD4, SP7, TBX21 ]

DLX2 ALX4, DIP2A, FOX]J1, HOXCS8, MSX1, MSX2, NCOA2, PI3KR1, SP7, SUMO3, UBC, XRCCé i
DLX3 RUNX2 #
DLX4 DLXIN, LSM3, SP7, ZFP263 —

DLX5 ALX4, CDX2, DLXIN, HNF4G, HOXB13, HOXCS, JDP2, MSX1, MSX2, NCOA2, NFE2, RUNX2, SOX8, SOX10, ~ “*7&5t
SPEN, SP7, SRY, UBC

DLX6 HSP900AAL 2

To date, a large variety of DLX homeoprotein target genes have been reported. Table 14.3 gives a non-exhaustive
list of these target genes focusing on those encoding proteins implicated in mineralized tissue formation.

Binding with other proteins

DLX homeoproteins can form homo-dimers or hetero-dimers with homeoproteins from other families
through their homeodomains*. Such dimer formation inhibits the binding of both homeoproteins to DNA and con-
sequently their transcriptional activities*. For instance, DLX3 and MSX1 can form a heterodimer in keratinocytes"’
and DLX5 and MSX2 in dental mesenchyme cells”’. Dimerization has been shown to be controlled by a protein from
the melanoma antigen (MAGE) family called DLXIN that enables the formation of multimers in vivo through associa-
tion with, for instance, DLX5, DLX4 and MSX2™.

DLX homeoproteins can also form dimers with other transcription factors with reciprocal inhibition of their tran-
scriptional activities. For instance, binding of DLX3 or DLX5 with RUNX2*7* inhibits the progression of osteoblastic
cell differentiation. Indeed, each DLX and RUNX2 hetero-dimerization blocks their respective impacts on the osteo-
calcin promotor™”. Heterodimer formation was also suggested with another transcription factor important during
osteoblastogenesis called SP7 or Osterix™.

Table 14.4 gives an overview of the proteins (including homeoproteins) that may form dimers with the DLX ho-
meoproteins.

DLX HOMEOBOX GENE EXPRESSIONS AND FUNCTIONS IN SKELETON

Embryonic development — morphogenesis

Limb development

Limb development can be subdivided into three stages called bud, paddle and rotation stages.

Limb buds appear as lateral mesoderm outgrowth covered by ectoderm. A thickening of the ectoderm localized
in the distal part of each bud constitutes the apical ectodermal ridge (AER). The AER plays a crucial role in the bud
extension. The underlying mesenchyme is named the progression zone™". All Dlx are expressed in the AER, sug-
gesting a role of these homeobox genes in AER formation and the regulation of its activities™**7>1%,
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The paddle stage is achieved after a rapid extension of the limb bud and the formation in its distal part of a flat
structure: the paddle. Then, furrows appear in the paddle as a consequence of mesodermal cell apoptosis in areas
corresponding to interdigital regions. These furrows separate the pre-cartilaginous draft of fingers and toes. While
the expression of the homeobox gene Msx1 is limited to the distal mesenchyme that will form the chondrogenic
condensations®'"*"", the expression of the homeobox genes DIx5 and Msx2 is found in cells that do not participate
to these chondrogenic condensations. Therefore, these homeobox genes are found in posterior zones of the mes-
enchyme and posterior necrotic zones*”. Surprisingly, the limb development appears to be normal in DIx1—/—,
DIx2—/—, and DIx5—/—, transgenic mice™'” """, However, in mice lacking both DIx5 and DIx6, limb malformations
have been observed including palmar clefts, missing median fingers and fusion of lateral fingers®'**'*. Finally, it
seems that homeobox genes from the Dix family, more particularly DIx5 and DIx6, are essential for the formation of
interdigital furrows through the control of cell apoptosis.

Concerning the rotation stage during which forelimbs and hindlimbs undergo lateral and ventral rotations, re-
spectively, the expression of the DIx homeobox genes has not yet been reported.

Craniofacial development

In mammals, craniofacial development is set up from the branchial archs. There are five branchial archs corre-
sponding to mesenchyme covered by the ectoderm on the outside and the endoderm on the inside except for the
first branchial arch which is covered by ectoderm on both sides. The mesenchyme contains many cells deriving from
the neural crest. The first branchial arch gives rise to the face (i.e. maxilla, mandible) and the other archs to the neck.
Homeobox genes from the Dix family have a peculiar expression in branchial archs. Indeed, while DIx1 and DIx2 are
widely expressed in the first and second branchial archs, the expression of DIx3, DIx5 and DIx6 is restricted to the
distal part of these archs'*#7#%%¢/>15 Moreover, in the first branchial arch, DIx5 and DIx6 expression is limited to
the posterior part (mandibular area) while DIx1 and DIx2 expression is observed in the whole arch. The differential
expression of the DIx homeobox genes in the first branchial arch suggests a role for encoded homeoproteins in the
patterning of this arch. Such a role has been demonstrated by the phenotype of double null mutant mice for DIx1-
DIx2 and DIx5-DIx6. Indeed, an absence of upper molars is observed in the DIx1 and DIx2 double null mutant™"* and
a lower jaw into upper jaw transformation is present in the DIx5 and DIx6 double null mutant'>""*.

Bone growth — histogenesis

Two major ossification mechanisms exist: the endochondral formation for most bones of the axial and appendicu-
lar skeleton, and the intra-membranous formation for bones of the skull and some specific flat bones such as the
breastbone and the shoulder blade.

DIx homeobox gene expression has been shown to be implicated in bone formation by bone forming cells during
both mechanisms, but also in bone resorbing osteoclasts necessary for bone growth.

DIx and osteoblast differentiation in membranous bones

Osteoblast differentiation (osteoblastogenesis) encompasses several stages that can be identified by the expres-
sion of different phenotypic markers. Type I collagen and the tissue non-specific alkaline phosphatase (TNAP) are
markers of the early stages of osteoblast differentiation while the expression of osteocalcin (OCN) and mineraliza-
tion are traits of the terminal differentiation. RUNX2 (with its CBFf sub-unit) and SP7 (Osterix) are transcription
factors implicated in osteoblastogenesis'”’. In-depth studies of interrelations between DLX, RUNX2 and another
homeoprotein, MSX2, and their impact on the transcription of the osteocalcin gene have been performed in the cal-
varia primary culture model. As reported in Table 14.3, osteocalcin is a target gene of DLX homeoproteins. Several
responsive elements for homeoproteins have been identified in the osteocalcin promoter sequence. With regard to
osteocalcin gene transcription, some studies (based on gene over-expression) have reported an inhibitory effect of the
DLX homeoproteins™''"’ while others showed a stimulatory effect™"". In fact, according to the differentiation stage,
the DLX homeoproteins and their partners (such as MSX2 and RUNX2) have been shown to bind sequentially to the
osteocalcin promoter modulating its transcriptional activity in both ways™. A detailed analysis of the DIx homeobox
gene expression during osteoblastogenesis'® showed that only four Dix (DIx2, DIx3, DIx5 and DIx6) are expressed
with different expression patterns. DIx2, Dix5 and DIx6 have a relatively higher expression in pre-osteoblast and
immature osteoblast populations, whereas DIx3 is dramatically enriched in mature osteoblasts and osteocytes. Con-
sequently the homeoprotein composition differs from one stage to another with consequences on the osteocalcin pro-
moter transcription. Taking into account the fact that DLX homeoproteins may form dimers with other transcription
factor such as MSX2, RUNX2 and SP7 (Table 14.4) and subsequently inhibit each other's transcriptional activities,
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a complete elucidation of the transcriptional regulation of osteocalcin by DLX homeoproteins appears difficult to
achieve. Nevertheless, DIx5—/—, transgenic mice have shown a delay in the differentiation of membranous bone
osteoblasts'"""%, while patients suffering from the tricho-dento-osseous (TDO) syndrome (DLX3 loss-of-function)™
show an increase of skull bone thickness, indicating that DLX homeoproteins are essential for osteoblast maturation.

DIx and chondroblast differentiation in endochondral bones

The endochondral ossification comprises several stages: the pre-cartilaginous blastema formation, the diaphyseal
ossification and the epiphyseal ossification. DIx5 and DIx6 homeobox gene expression is observed in all chondrogen-
ic condensations in the embryo and during the different phases of chondrogenesis necessary for skeleton implemen-
tation””**2"'%_From the beginning of the vascular invasion and the initial calcification of the cartilaginous matrix,
cells start a maturation program during which DIx homeobox genes are expressed. From a cytologic viewpoint, the
endochondral ossification corresponds to the chondrocyte maturation with successive stages of proliferative, pre-
hypertrophic and hypertrophic chondrocytes. Cartilaginous matrix mineralization is then pursued by an osseous
reorganization. The regulation of this cellular maturation progress requires several signaling factors such as IHH,
BMP, FGF and PTHrP™". Studies have demonstrated that DIx homeobox genes are downstream targets of BMP
signaling during chondrogenesis regulation”*"""*'. Indeed, type II collagen expression in chondrocytes is stimulated
by BMP2 through the homeoprotein DLX2*. Other studies have evidenced the expression of DLX3'%, DLX5'*'#*
and DLX6™ in proliferative and pre-hypertrophic chondrocytes. DLX5 and DLX6 expression was further shown to
be maintained in the hypertrophic chondrocyte™'*'*, while DLX3 expression is switched off". In the perichon-
drium and the periosteum, the expression of these three DLXs was also reported''"!#/1#/241%2,

Homeoproteins DLX5 and DLX6 therefore appear to be important positive regulators all throughout chondrocyte
differentiation. This was confirmed by the analysis of long bones of DIx5 and DIx6 double null mutant mice®'?%- %1515,
In these mutants, a delay of the chondrocyte differentiation program is observed with an accumulation of pre-hy-
pertrophic chondrocytes. A temporary delay of IHH expression is also observed while PTHrP expression appears
to be unaffected in the double null mutant. Interestingly, a human form of autosomal dominant ectrodactyly called
Split-hand / foot malformation (SHFM1) was associated to a deletion in the DIx5-DIx6 cluster locus, more specifically
the critical region corresponding to 7q21.2-q21.3 (OMIM # 183600).

DIx and osteoclastogenesis

Osteoclasts are cells from haematopoietic origin that are in charge of bone resorption necessary for skeletal growth
and bone remodeling. DIx homeobox gene expression was investigated during osteoclastogenesis'*. Four DIx ho-
meobox genes (DIx1, DIx2, DIx5 and DIx6) were expressed during osteoclastogenesis with two different expression
patterns. DIx5 and DIx6 were continuously expressed during osteoclastogenesis with no significant modulation. By
contrast, DIx1 and DIx2, which were not detected in the pre-osteoclast, have a gradually increasing expression dur-
ing osteoclastogenesis and high expression levels in resorbing osteoclasts'”*. The mechanism associated with this Dlx
homeobox gene expression is still unknown.

DLX HOMEOBOX GENES AND CANCERS

Dlx expression in non-osseous cancers

Abnormal expression of one or various DIx homeobox genes has been described in various types of cancers,
such as blood cancers (leukemia, lymphoma, and myeloma: DIx2-3-4-5-6)"*'%, breast cancers (DIx2-4-5-6)"%"%7%,
lung cancers (Dlx1-4-5)"**""""'%, prostate cancers (Dlx1-2-4)'*'*, colon cancers (Dlx4)'*, odontogenic cancers (DIx2-3-
4)'771%, glioblastoma cancers (DIx2)'®, testicular cancers (DIx6)'*, choriocarcinoma cancers (DIx4)'“"'* and ovarian
cancers (DIx4)'*'*. The origin of such abnormal expression remains unknown in most cases.

Moreover, aberrant methylations of DIx homeobox genes have been detected in blood (DIx3)"”, breast (DIx4)'*,
lung (DIx1)'” and testicular cancers (DIx6)'*’, as well as the presence of chromosomic rearrangements in the proxim-
ity of DIx homeobox gene cluster loci in blood cancers (lymphoma: DIx5-DIx6 locus; leukemia: DIx1-DIx2 and DIx3-
Dlx4 loci) 7%,

With regard to the role of DIx homeobox genes together with their Msx homeobox gene partners in tumor growth,
published results are highly disparate but nevertheless can be subdivided into two categories. First, these homeopro-
teins may act on tumor cell proliferation, differentiation and apoptosis through their interactions with some onco-
genes (AKT2'*%; IRS-2'%; P53'; P63"7"; V-Ki-ras'”'; v-raf'”'; GATA-1'"; c-myc"*™; Bel2"*'7; TWIST'™; DLXIN®'7#17%)
and their ability to modulate signaling pathways (BMP""%; FGF'*; Hh'”7; Wnt'"*"”’; TNFa'"; v-egf'*; cyclin D1'*").
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On the other hand, these homeoproteins may take part in the epithelium-to-mesenchyme transition (EMT) char-
acteristic of certain cancers such as breast'*"'*, stomach'” and pancreatic'® cancer. The EMT is considered a crucial
step for tumor metastasis to bone (for review'*'*"), thus raising the question of an implication of DIx homebox genes
in the bone metastasis process.

Dlx expression in bone tumors

Bone metastasis: secondary bone tumors

DIx homeobox gene expression in bone metastasis has been reported only for breast cancer'*”'™. Elevated ex-
pression of DLX4 in primary tumors has been shown to enhance tumor cell migration, invasion and metastasis
via the up-regulation of TWIST which is known to stimulate the EMT'®. Interestingly, the over-expression of BP1,
the protein encoded by the second transcript of the DIx4 homeobox gene, in primary tumors of patients was not
associated with an increased risk of metastasis but was clearly correlated with histological grade'. Therefore, the
two proteins, DLX4 and BP1, may have different implications in tumorigenesis despite the fact that both of them
contain the full homeodomain sequence. Further studies are necessary to understand the different roles of these
two proteins.

Another study focusing on the role of DIx homeobox genes in bone metastasis has highlighted the fact that a mu-
tually exclusive expression of the homeoproteins DLX2 and DLX5-6 is associated with the metastatic potential of hu-
man breast cancer cells'”. Indeed, DLX2 was expressed in the primary tumor and switched off in metastases whereas
DLX5 and DLX6 were highly expressed in metastases but not in the primary tumor. Furthermore, a significant cor-
relation between DLX2 expression in primary tumors and prolonged disease-free survival and a lower incidence of
relapse was reported'. However, such a beneficial effect of DLX2 expression in tumor cells remains unclear, since
an implication of DLX2 in tumor progression via the regulation of metabolic stress-induced necrosis has also been
suggested'”. Further studies are necessary to determine the postivie as well as negative effects of DLX homeoprotein
expression when considering the metastatic ability of tumor cells.

Primary bone tumors

Surprisingly, while Dix homeobox gene expression patterns and functions have been widely studied during osteo-
blastogenesis and in mature osteoblasts (cf IV), only one study has investigated the expression and function of these
genes in primary bone tumors”. This study investigating sclerostin regulation by BMPs showed that five DIx genes,
DIx2, -3, 4, -5 and -6, are expressed in the human osteosarcoma cell-line Saos-2, and that all encoded homeoproteins
except for DLX4 are modulated by BMPs to regulate sclerostin expression. However, as mentioned earlier in this
chapter, Dix4 and DIx1 are not normally expressed during osteoblastogenesis'’. No hypothesis was raised by the
authors of the study with regard to the unexpected expression of DIx4 transcripts in these osteoblastic tumor cells.

To further investigate the expression of DIx homeobox genes in primary bone tumors, RT-qPCR experiments
were performed by our group on total RNA extracted from 7 human osteosarcoma and 8 Ewing sarcoma cell-lines
(Figure 14.2). While osteosarcoma cell-lines expressed all six DIx homeobox genes (Figure 14.2A), in the Ewing
sarcoma cell-lines no expression of DIx2 was observed (Figure 14.2B). Ewing sarcomas are characterized by a chro-
mosomic rearrangement leading to the synthesis of a fusion protein (See Chapters) with transcriptional ability. This
absence of DIx2 expression raises the question whether this fusion protein may inhibit DIx2 expression. Further studies
are necessary to characterize this potential inhibition and to determine its involvement in the tumorigenesis of bone.

With regard to DIx4, its expression was confirmed in all tumors analyzed (osteosarcoma and Ewing sarcoma), sug-
gesting an implication of DIx4 in tumorigenesis. Interestingly, the unexpected expression of DIx1 was also reported
in all cell-lines.

In summary, it seems that three DIx homeobox genes may be implicated in primary bone tumor development:
DIx1 and DIx4 in osteosarcomas and Ewing sarcomas through their abnormal expression in cells of the osteoblastic
lineage, and DIx2 in Ewing sarcomas through its absence in these cells. However, their exact functions remain to be
elucidated.

CONCLUSIONS

DIx homeobox genes are a family of transcription factors clearly implicated in skeleton formation. Expression of
these genes has been described in several cancers, in breast cancer bone metastasis as well as in primary bone tumors
(osteosarcoma and Ewing sarcoma). The exact role(s) of these genes in bone cancer is still unknown but their ectopic
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CONCLUSIONS 157

expression (DIx1 and Dlx4) in osteoblastic tumor cells and the unexpected absence of DIx2 expression in all Ewing
sarcoma cell-lines analyzed suggest the involvement of these genes in the tumorigenesis process. Further, more in-
bioo10 depth studies are necessary to elucidate the role of DIx homeobox genes in bone cancer.
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Dental and periodontal tissue development is a complex process involving various
cell-types. A finely orchestrated network of communications between these cells
is implicated. During early development, communications between cells from the
oral epithelium and the underlying mesenchyme govern the dental morphogenesis
with successive bud, cap and bell stages. Later, interactions between epithelial and
mesenchymal cells occur during dental root elongation. Root elongation and tooth
eruption require resorption of surrounding alveolar bone to occur. For years, it was
postulated that signaling molecules secreted by dental and periodontal cells control
bone resorbing osteoclast precursor recruitment and differentiation. Reverse signaling
originating from bone cells (osteoclasts and osteoblasts) toward dental cells was not
suspected. Dental defects reported in osteopetrosis were associated with mechanical
stress secondary to defective bone resorption. In the last decade, consequences of
bone resorption over-activation on dental and periodontal tissue formation have been
analyzed with transgenic animals (RANK™® and Opg~/~ mice). Results suggest the
existence of signals originating from osteoclasts toward dental and periodontal cells.
Meanwhile, experiments consisting in transitory inhibition of bone resorption during root
elongation, achieved with bone resorption inhibitors having different mechanisms of
action (bisphosphonates and RANKL blocking antibodies), have evidenced dental and
periodontal defects that support the presence of signals originating bone cells toward
dental cells. The aim of the present manuscript is to present the data we have collected
in the last years that support the hypothesis of a role of bone resorption in dental and
periodontal development.

Keywords: bone ption, RANKL, Zoledronic acid, tooth

INTRODUCTION

Early tooth development, more precisely initiation and morphogenesis, has been extensively
studied in the last decades. Factors implicated in the cross-talk between epithelial and mesenchymal
cells have been identified (for review Mitsiadis and Graf, 2009). Regarding later stages of tooth
development, more precisely dental and periodontal histogenesis, the differentiation processes
of mineralized tissue forming cells (namely amelogenesis, dentinogenesis and cementogenesis)
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have also been widely studied (Foster et al., 2007; Babajko et al.,
2014; Bleicher, 2014). Pathologies associated with dysfunctions of
these processes are nowadays well characterized as amelogenesis
imperfecta and dentinogenesis imperfecta (Cobourne and
Sharpe, 2013). Dental and periodontal histogenesis corresponds
to an important volumetric growth of these tissues, more
precisely regarding root formation. Consequently, the
surrounding alveolar bone has to be remodeled simultaneously
to enable normal tooth development and a dental functional
achievement through the eruption process.Bone remodeling
requires differentiation and activity of bone resorbing cells
from hematopoietic origin called osteoclasts. Osteoclastogenesis
is a well-characterized process with three consecutive steps
corresponding to precursors recruitment, their fusion into
mature polynucleated osteoclasts and finally the activation of
these mature osteoclasts (Lézot et al, 2010). The two major
signaling factors implicated in these differentiation steps are
presented in Figure 1.

Signals coming from dental and periodontal tissues were
shown to stimulate the alveolar bone remodeling (Wise,
2009). Indeed, these tissues secrete factors stimulating
osteoclastogenesis (Wise, 2009). The absence of alveolar
bone formation in the case of dental agenesis (Figure 2A)
supported the assertion that dental and periodontal tissues
are central coordinator elements in the development of the
dento-alveolar bone complex. Moreover, the apparently normal
development of the crown region observed in osteopetrotic
mouse models (Figure 2B), despite the altered bone resorption,
suggests that crown mineralized tissue formation is independent
of bone resorption.

In this context it was not surprising that potential reverse
signals from bone cells toward dental and periodontal tissues

have been rarely considered. Recently, the analysis of dental
and periodontal development in mouse models of hyper-
resorption (RANK'® and Opg=/~) has changed the vision of
the dento-alveolar bone complex development (Castaneda et al.,
2011, 2013). Bone resorption was for the first time shown
to be an active element of the dental and periodontal tissues
development. This active implication was supported by results
of studies comprising transitory inhibition of bone resorption
during dental and periodontal tissue histogenesis, achieved with
bisphosphonate or RANKL blocking antibody (Lézot et al., 2014,
2015). In these studies dental and periodontal tissue defects
were associated and proportional to the induced delay of tooth
eruption.

Here we present a hypothetical model of tooth root and
periodontal development based on our own results as well as on
previously reported by other findings.

CURRENT STATUS CONCERNING TOOTH
ROOT AND PERIODONTAL FORMATION:
FACTS AND HYPOTHESES

Consequences of RANK Over-expression
in the Monocyte-macrophage Lineage
(RANKT¢ Mouse) on Dental and

Periodontal Development

In order to analyze the consequences of RANK over-expression
on dental and periodontal tissue growth, a transgenic mouse-
line overexpressing RANK in the osteoclast precursors (RANK'S;
Duheron et al,, 2011) was used. The dental and periodontal
phenotype of RANK'™® mouse was analyzed comparatively to

Precursors recruitment I I

Fusion l I Activation I

Pre-osteoclast

V

¥ M-CSF
W C-FMS

Y RANK

® RrRANKL

~{orG ®

TEbem

%

4-*

Mature osteoclast

Polykaryon

Osteoblasts

FIGURE 1 | Schematic representation of different steps of osteoclastogenesis. The two mains factors controlling the differentiation called M-CSF and RANKL
are represented with their receptors. M-CSF is necessary to recruitment and expression of RANK at the surface of pre-osteoclasts. RANKL enable the fusion of
pre-osteoclasts in polykaryon and the final differentiation in mature osteoclasts. HSC, hematopoietic stem cell.
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FIGURE 2 | Tooth agr on alveolar bone fi

(A) and close to normal crown morphology in osteopetrotic animal (B) Mandlble
micro-radiographies and head frontal sections of newborn Msx1 and Dik1/Dix2 null mutants (A); Msx7 null mutant mouse image taken form Or so et al
(2002). Absence of alveolar bone formation in area of tooth agenesis (arrows). Micro-radiographies of wild type, C-Fos™/~ and RANKI~/~ 21 day-old mouse heads
(B) the formation of dental crowns (amrows) in osteopetrotic mutant mice with morphologies close to those of control littermate mice. M, molar; Tg, tongue.

littermate from birth to 1 month (Castaneda et al., 2011). Results
show a significant increase in the osteoclast number around the
tooth at all ages. This led to an earlier tooth eruption and an
accelerated tooth root elongation (Figure 3). The final rootlength
is not affected (Figure 4) but an important reduction of the root
diameter is observed no matter what the genetic background
(wild-type or Msx2 null mutant) considered (Castaneda et al.,
2011, 2013).

Interestingly, the complex phenotype of Msx2~/~ mouse
combining amelogenesis imperfecta, root dysmorphia (defects
in Hertwig epithelial root sheaths (HERS) and epithelial
rests of Malassez), mild-osteopetrosis (with RANKI expression
severely decreased in the dental epithelium and alveolar
bone), and dentinogenesis imperfecta (Aioub et al, 2007;
Molla et al, 2010; 2011) was partly rescued
by RANK over-expression (Castaneda et al., 2013). Indeed,
RANK over-expression resulted in significant recovery of
all molar eruption and root elongation processes (Figure 4).
However, the roots remained shorter than in wild-type mice
and no improvement of the crown morphology was observed
(Figure 4).

Berdal et al,

Frontiers in Phy

These results show that root length is genetically determined
while root thickness is environmentally controlled, specifically by
the bone resorption ability.

The complete analysis of the RANK’S mouse dento-alveolar
bone complex phenotype has so enabled to demonstrate
that bone resorption is an important element of dental and
periodontal tissue development (Castaneda et al., 2011, 2013).
RANK over-expression induces an early tooth eruption and root
elongation with, as a final consequence, a reduction of the root
diameter. This accelerated tooth root elongation corresponds to
an increase of HERS cells and adjacent follicular sac mesenchyme
cells proliferation (Castaneda et al., 2011). The final root lengths
of the RANK transgenic and wild type mice are similar suggesting
that the interactions between epithelial and mesenchyme cells are
correct but accelerated (Castaneda et al., 2011). The Msx2~/~
mouse present many defects of the root formation (Aioub et al.,
2007) including an important reduction of the length as shown in
Figure 5. The fact that, in the Msx2~/~ mouse the RANK over-
activation has no repercussion on the final root length validates
that root length is genetically determined. Meanwhile, the root
diameter appears to be micro-environmentally controlled, more
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specifically by the bone resorption capability (Castaneda et al.,
2011, 2013). Finally the reverse relationship between bone
resorption level and the root diameter established by these studies
(Castaneda et al,, 2011) could explain part of the root defects
seen in diseases with perturbations of the osteoclast function.
Concerning the root resorption observed in these diseases,
the question of a relationship between root thinness and the
prevalence of root resorption is raised. Interestingly, such thin
root resorptions are observed in the Opg™/~ mouse (Koide et al.,
2013) in the context of a progressive loss of the alveolar bone.

FIGURE 3 | Accelerated root elongation in RANK”9 mouse. Micro-CT
section in the mandible main axis show in 11 day-old RANK'9 mouse a more
advanced root elongation (arrow) compared to wild type mouse.

Bone resorption and tooth development

In humans, RANK gene gains of function mutations have
been found in three seemingly distinctive disorders (the Familial
Expansile Osteolysis, the Expansile Skeletal Hyperphosphatasia
and the Early-onset Paget Disease of Bone). These mutations
increase the RANK signal peptide length and alter its normal
cleavage, what is believed to cause a NF-kB pathway over-
activation (Whyte and Hughes, 2002; Nakatsuka et al., 2003).
Such over-activation of the RANK-signaling pathway causes
a hyper-osteoclastic activity that increases the bone turnover.
A notable observation in these patients is an early tooth loss
associated in some case with an idiopathic external resorption
localized at either apical or cervical levels (Mitchell et al,
1990; Hughes et al., 1994; Whyte, 2006). This convergence of
phenotype between human patients and RANK™ mice qualified
the RANK'® mouse asa model of these three different pathologies
and confirmed the importance of bone resorption for dental and
periodontal tissue development.

Consequences of Transitory Inhibition of
Bone Resorption Using Zoledronic Acid or
a RANKL Blocking Antibody on Dental and

Periodontal Development
In order to analyze the consequences of transitory inhibitions
of bone resorption on dental and periodontal tissue growth, a
powerful pharmacologic inhibitor of bone resorption from the
bisphosphonate family was injected (four injections in total every
2 days) in newborn or 1 week-old mice. The impact on dental
and periodontal tissues was analyzed at the end of treatment,
1 and 3 months after the last injection. Zoledronic acid (ZOL),
a third generation bisphosphonate, was chosen for experiments
and C57BL/6] and CD1 mice used.

The different molars were not similarly affected by the
treatment. A relationship appears between severity of dental
and periodontal defects and each molar developmental period

Rank™

FIGURE 4 | Roots and crown morphologies of the mandible first molars of adult wild-type, RANK' T9, Msx2~/~,and Msx2~/~ RANKT9 mice. Roots of
RANK'9 mouse molars are thinner and roots of Msx2~/~ mouse molars are shorter as evidenced by dash lines. Crown of Msxe~!==I= mouse are flat with no

cuspide independently of RANK over-expression.
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of four

sections in the plane of the first molars show the presence of ankylosis (arrow), hyper-cementosis (stars), enamel organ disorganization (arrow-heads), and root

FIGURE 5 | Dental and periodontal

resorption (circle) in treated animals.

of ZOL or IKK22.5 in newborn mice, 3 months after the last injection. Head frontal

encompassed by the treatment. Indeed, when injections were
performed in newborn pups, the first molar was the most affected
and the third molar the least affected (Lézot et al., 2014, 2015).
The C57BL/6] mice appear to be more sensitive to ZOL than
the CD1 mice who need more elevated doses to obtain similar
effects (Lézot et al., 2015). In addition to delayed eruption,
the main observed defects of dental and periodontal tissues
were abnormal amelogenesis with disorganized ameloblasts,
root ankylosis, hypercementosis and with time presence
of root resorption (Figure5; Lézot et al, 2014). These
results evidence that transitory inhibition of bone resorption
with ZOL irreversibly impact the histogenesis of dental and
periodontal tissues with long-term consequences that remain to
be evaluated.

Similar experiments were performed with another powerful
inhibitor of bone resorption, a RANKL blocking antibody named
IKK22.5.

Experimental results evidenced that while C57BL/6] mice
had several teeth included, CD1 mouse had only the upper
first molars included confirming the difference of sensitivity
to bone resorption inhibitors between these two mouse strains
(Lézot et al, 2015). Regarding the dental and periodontal
phenotype of non-included molars of CD1 mouse, similar defects
to those induced by ZOL injections were observed (Figure 5).
Interestingly, after the end of treatment with the IK22.5 antibody,
a shorter period is necessary to observe neo-osteoclasts presence
on the alveolar bone surface than observed after ZOL treatment
(Lézot et al,, 2015) signaling a more stable inhibition with ZOL
than with IKK22.5.

These results demonstrate that transitory use of two
different pharmacological bone resorption inhibitors during root

elongation induces dental and periodontal defects. This supports
our hypothesis of the existence of signaling from bone cells
toward dental cells. These powerful pharmacological inhibitors
were developed for the treatment of pathologies characterized
by excessive bone resorption such as juvenile Pagets disease,
osteoporosis, primary or metastatic bone tumors and familial
expansile osteolysis (Silverman, 2011; Zwolak and Dudek, 2013;
Tella and Gallagher, 2014). In pediatric patients, a RANKL-
blocking antibody (Denosumab) is currently under clinical
evaluation for osteogenesis imperfecta (phase 2 clinical trial
NCT01799798) and for Giant Cell Tumor of Bone (phase
2 clinical trial NCT00680992) with promising preliminary
reports in both cases (Semler et al., 2012; Chawla et al., 2013;
Karras et al., 2013; Demirsoy et al, 2014; Federman et al.,
2014). Bisphosphonates are currently used for the treatment
of osteogenesis imperfecta (Barros et al, 2012; Bishop et al,
2013; Ward and Rauch, 2013; Sousa et al., 2014) and juvenile
Paget’s disease (Demir et al., 2000; Cundy et al., 2004; Polyzos
et al, 2010; Saki et al., 2013). In addition, they are under
evaluation for treatment of primary bone tumors (Goldsby
etal,, 2013; phase 3 Clinical trials NCT00987636, NCT00742924,
and NCT004470223) and Fibrous Dysplasia of Bone (phase 2
clinical trial NCT00445575). Concerningall these young patients,
dental and periodontal tissue developmental defects may occur
as a consequence of the bone resorption inhibition. Preclinical
studies and clinical observations have already demonstrated that
bisphosphonates, in particular alendronate and ZOL, delay or
inhibit tooth eruption causing several dental abnormalities (Grier
and Wise, 1998; Bradaschia-Correa et al., 2007; Kamoun-Goldrat
etal,, 2008; Hiraga et al., 2010) and may, as in the juvenile Paget’s
disease of bone, exert an inhibitory effect on bone mineralization
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(Polyzos et al., 2011). Such inhibition of mineralization has
been observed for various bisphosphonate in in vitro tests using
calvaria osteoblast culture (Widler et al., 2002).

CONCLUSION

The data presented in this review are unambiguous concerning
the role of bone resorption on the development of dental and
periodontal tissues and supports the hypothesis of a direct
implication of osteoclasts in dental and periodontal tissue
formation. Further studies will be necessary to decipher, at the
molecular level, signals originating from bone cells (presumably
osteoclasts) toward dental and periodontal cells. These signals
could be directly secreted by bone cells or released from the bone
matrix during the resorption.
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were treated with zoledronic acid (ZOL). The question of potential similar effects with a RANKL-blocking anti-
body (IK22.5) was raised. Sensitivity disparities in these inhibitors between mouse strains and synergic effects
of zoledronic acid and a RANKL-blocking antibody were subsidiary questions. In order to answer these questions,
newbom C57BL/6] and CD1 mice were injected every two or three days (4 injections in total so 7 or 10 days of
treatment length) with high doses of a RANKL-blocking antibody. The consequences on the tibia, craniofacial
bones and teeth were analyzed by uCT and histology at the end of the treatment and one, two and three months
later. The results obtained showed that RANKL-blocking antibody injections induced a transient arrest of tibia
and skull bone growth and an imreversible blockage of tooth eruption in C57BL/6] mice. In CD1 mice, tooth erup-
tion defects were also present but only at much higher doses. Similar mouse strain differences were obtained
with zoledronicacid. Finally, a synergic effect of the two inhibitors was evidenced. In conclusion as previously ob-
served for bisphosphonates (ZOL), a RANKL-blocking antibody induced a transient arrest in long bone and skull
bone growth and a blockage of tooth eruption with however disparities between mouse strains with regard to

this last effect. A synergic effect of both bone resorption inhibitors was also demonstrated.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Powerful inhibitors of the bone resorption such as bisphosphonates
and the receptor activator of nuclear factor B ligand (RANKL; TNFSF11)
blocking antibodies were developed for the treatment of pathologies
characterized by excessive bone resorption such as osteoporosis,
juvenile Paget's disease, familial expansile osteolysis and primary or
metastatic bone tumors [1-3]. In adult patients, these inhibitors have

* Disclosure statement: None of the authors have any disclosures to make in regard to
the work under consideration for publication.
* Corresponding author at: INSERM UMR957, Faculté de Médecine, 1 rue Gaston Veil,
44035 Nantes Cedex 1, France, Fax: + 33 240 412 860.
E-mail address: frederic.lezot@univ-nantes.fr (F. Lézot).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bone.2014.12.011
8756-3282/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

shown their efficiency and are nowadays widely used [4]. Side effects
such as jaw osteonecrosis have been reported [5] and protocols amended
(odontological check-up and care prior to treatment) to deal with. In pe-
diatric patients, bisphosphonates are currently in use for osteogenesis
imperfecta [6-9] and juvenile Paget's disease [10-13] treatments and
under evaluation concerning Fibrous Dysplasia of Bone ( phase 2 clinical
trial NCT00445575) and bone primary tumors [ 14] (phase 3 Clinical trials
NCT00987636, NCT0O0742924 and NCT004470223). A RANKL-blocking
antibody (Denosumab) is also currently under clinical evaluation for os-
teogenesis imperfecta (phase 2 clinical trial NCT01799798) and for
Giant Cell Tumor of Bone (phase 2 clinical trial NCT00680992) with
promising preliminary reports in both cases [15-19]. Case studies have
also reported beneficial effects for Denosumab in pediatric patients suf-
fering from juvenile Paget's disease [20], aneurysmal bone cysts [21]
and fibrous dysplasia [22].
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Experimental data obtained in mice with zoledronic acid (ZOL), one
of the most efficient bisphosphonates, showed that onco-pediatric
doses induced a transient arrest in bone growth [23] and a severe
seizure in tooth eruption [24]. To date, the potentiality of a similar effect
of a RANKL-blocking antibody on skeleton growth has never been eval-
uated. The aim of the present work was thus to investigate the impact of
such a blocking antibody developed in mouse (1K22-5) on skeleton
growth. The strategy was to analyze the consequences of 1K22-5 injec-
tions on mice following a protocol similar to the one previously used
to evaluated ZOL impact on appendicular and craniofacial skeleton
growth [24]. In this protocol newborn mice were injected in order for
the treatment to encompass stages of craniofacial skeleton develop-
ment similar to those of pediatric patients treated for osteosarcoma
and Ewing sarcoma (6 to 15 years-old). In addition, the impacts of
the different cumulative doses and injection frequencies were evalu-
ated. The question of the existence of different susceptibility to the
treatment between mouse strains (C57BL/6 versus CD1) was also
raised. Finally, bisphosphonates (ZOL) and the anti-RANKL antibody
inhibit bone resorption by means of different mechanisms. More
precisely, bisphosphonates appear to be internalized selectively by
bone-resorbing osteoclasts inhibiting their activity and function via
the inhibition of the protein prenylation [25]; the anti-RANKL anti-
body inhibits the activation of RANK (receptor activator of nuclear
factor kB; TNFRSF11A) which is a crucial step in osteoclastogenesis
[26]. The question of the potentiality of a synergic effect between
1K22-5 and ZOL was so raised.

Materials and methods
Animals and drug administration

Pregnant C57BL/6] and CD1 mice (14 days of gestation) were pur-
chased at Janvier Laboratories breeding (Le Genest Saint Isle, France).
The mice were housed in pathogen-free conditions at the Experimental
Therapy Unit at the Faculty of Medicine (Nantes, France) in accordance
with the institutional guidelines of the French Ethical Committee
(CEEA-PdL-06, accepted protocol number 00165.01) and under the

A
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supervision of authorized investigators. Newborn mice were used for
the experiments. After weaning, the mice were routinely fed a liquid
diet. Two protocols (Fig. 1) were developed that differ only by the inter-
val between two injections.

First protocol: at birth, newborn mice (from naive mothers) were
randomized into groups (at least 6 pups per group) that received subcu-
taneous injections (from 1 to4) of IK22-5 antibody (25 pg in PBS for the
first and second injections then 50 pg) or PBS alone (controls) every
2 days beginning at day 1 after birth. The animals were sacrificed
1 month after the last injection.

Second protocol: at birth, newborn mice (from naive mothers) were
randomized into groups (at least 6 pups per group) that received four
subcutaneous injections of IK22-5 antibody (25 pg in PBS for the
first and second injections then 50 pg) or PBS alone (controls) or
ZOL (50 pg/kg in PBS) every 3 days beginning at day 1 after birth.
The animals were sacrificed either at days 13 (end of treatment),
43,73 or 103 (respectively 1, 2 and 3 months after the last injection).

Rankl~'~ mouse used for comparison were previously generated by
Y. Choi [27]. Genotyping was ensured by PCR using the following
primers 5 RANKL: CCA AGT AGT GGA TTC TAA ATC CTG, 3’ RANKL:
CCA ACC TGT GGA CTT ACG ATT AAA G and 3’ insert: ATT CGC AGC
GCA TCG CCT TCT ATC.

Micro-CT analysis

Analyses of the bone microarchitecture were performed using a
SkyScan 1076 in vivo micro-CT scanner (SkyScan, Kontich, Belgium).
Tests were performed after sacrifice on the tibias and heads for each
treatment group. All the tibias and heads were scanned using the
same parameters (pixel size 18 um, 50 kV, 0.5-mm Al filter, 10 min
of scanning). The reconstructions were analyzed using NRecon soft-
ware and CTan software (SkyScan). For the long bones, the volumes
of interest (VOI) were determined at 15%, 30% and 50% of the trabec-
ular bone (tibias). The specific bone volume was quantified as the
relative bone volume/total volume measured for each VOI. A one-
way ANOVA test followed by a Dunnett post-test was performed to
evidence statistical significant differences in VOI between groups

pAAAY v

Ab3(4)

T IK2
Abn(m)
n: interval between injections
m: number of injections

7473 76 100103 106
) Y PR A |
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v v

| Injections l I
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Fig. 1. Chronograph of the two protocols used. A: Chronograph of the protocol used to determine the minimal number of IK22-5 antibody injections sufficient to induce growth delay in
newborn mice due to severe inhibition of bone resorption. Newborn mice were treated from day 1 with injections every two days. The impact of 1 to 4 injections was analyzed at day 39
corresponding to 1 month after the end of the longer treatment. IK22-5 was called Ab for “antibody" and the number of injections *m” was added between brackets. The interval between
injections (n = 2 in this protocol ) was added before the brackets. B: Chronograph of the protocol used to analyze the importance of the interval between injections through comparison
with the first protocol, and also to evaluate the synergic effect of IK22-5 and ZOL. Four injections were performed every 3 days and the mice were sacrificed either at the end of treatment

(day 13) or 1, 2 or 3 months later.
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(Supplemental Tables). 3D visualizations of the tibias and heads
were made using ANT software (SkyScan). Length of tibia was mea-
sured along the main axis using 3D visualization and statistic analyses
performed as for VOI.

Histology

The tibias and heads were collected from euthanized mice from
1K22-5-treated, control and ZOL-treated groups and were fixed in 4%
buffered paraformaldehyde. The tibias and heads were decalcified in
4.13% EDTA/0.2% paraformaldehyde pH 7.4 over 4 days in KOS sw10
(Milestone, Sorisole, Italy). The specimens were dehydrated and em-
bedded in paraffin. Then 3-um-thick sagittal sections stained with

Masson's trichrome were observed using a DMRXA microscope (Leica,
Nussloch, Germany). Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) stain-
ing was performed on the tibia and head sections to identify multinucle-
ated osteoclast-like cells after 90 min-incubation in 1 mg/mL of
Naphthol AS-TR phosphate, 60 mmol/L N, N dimethylformamide, 100
mmol/L sodium tartrate, and 1 mg/mL Fast red TR salt solution (all
from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and counterstained with
hematoxylin. In order to obtain numerical values, TRAP positive os-
teoclasts were numbered and normalized to mm of bone surface
(nOC/BS) using Image-] software. Regarding tooth eruption, a tooth
was considered as none erupted (included) when the totality of the
crown appears, on histological sections, under the line that link
tops of the alveolar bone crests.

| CS7BL/6
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Fig. 2. Effects of IK22-5 treatments on tibia growth in male mice, importance of the interval between injections and the mouse’s genetic background (C57BL/6] versus CD1) analyzed at day
39 by micro-CT (A), Masson trichrome histological staining (B) and TRAP histo-enzymology (C). Micro-CT analyses of male mouse tibias showed a decrease in tibia length in C57BL/6] mice
receiving at least 3 injections every two days (A). Measurements of BV/TV at different positions (15, 30, and 50% ) along the tibia's main axis evidenced a significant increase in bone density
in C57BL/6) mice receiving 4 injections every two days orevery three days (A). Similar impacts were observed with CD1 mice (A). Histological sections made it possible to visualize graded
bone density in relationship with number of injections (B). Bone density was elevated and bone marrow space highly reduced in animals receiving 4 injections. However, nodifference was
visible concerning the growth plate thickness. TRAP histo-enzymology revealed that, one month after the last injection, a significant number of positive cells covered bone surfaces of the
tibia of C57BL/6) mice that had received 3 or 4 injections every two days (C). In contrast, rare osteoclasts were present if injections were performed every three days (C). In CD1 mice re-
ceiving 4 injections, whatever the injection frequency, the number of TRAP positive cells was moderately increased (C).
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Results
RANKL blockage by the IK22-5 antibody affects C57BL/6] newborn's growth

To analyze the impact of RANKL inhibition by the IK22-5 antibody on
skeleton growth, newborn C57BL/6] mice were treated every 2 days
from day 1 after birth with 1K22-5 RANKL blocking antibody (Fig. 1A).
Differential impacts of graded numbers of injections (1 to 4) were
analyzed at day 39 (Fig. 1A). Micro-CT analyses of the tibias revealed
a growth delay in long bone elongation in mice that had received
3 and 4 injections (Fig. 2A). Tibia length was significantly reduced
(p=0.001) in these mice comparatively to control (Fig. 2A). This phe-
nomenon reflected the induced osteopetrosis that could be quantified
as a significant augmentation in the specific bone volume compared
to the untreated animals (CT). The specific bone volume calculated ei-
ther for 15, 30 or 50% of the total length gradually increased from 2 to
4 injections with, for instance, at 50% respectively values of 6.5 4- 0.5,
26.3 4 1.2 and 97.3 4 2.2% while the value for CT was 4.1 + 0.2%
(Fig. 2A; Supplemental Table A). Interestingly, the fact that the mice
were sacrificed long after the last injection (30 days) made it possible
to demonstrate that the impact observed was stable. However, similar
analyses performed 3 months after the last injection showed total re-
covery of specific tibia bone volumes (Supplemental Table A). Analyses
of longitudinal sections of the tibias showed an increased density in tra-
becular bone in C57BL/6] mice receiving 3 and 4 injections (Ab2(3) and
Ab2(4) in Fig. 2B). Interestingly, no enlargement of the growth plate
hypertrophic zone was observed on the sections, suggesting that the re-
covery was already initiated. This was confirmed by the number of
TRAP-positive cells present on the bone surface visible on sections
from mice receiving 3 and 4 injections (Fig. 2C) that was elevated com-
pare to the controls (16.20 and 9.73 osteoclasts/mm versus 2.97 in CT).

Micro-CT analyses of the C57BL/6] mouse heads (Fig. 3A) showed a
delay in suture closure/mineralization (black arrows) and the blockage

of tooth eruption (white arrows) in mice that received more than 2 in-
jections. Such craniofacial defects were observed in Rankl ™'~ mouse
and reinforce the data obtained with the antibody (Fig. S1A). Interest-
ingly, while only the upper first molar was included for C57BL/6] mice
that received 3 injections, most if not all teeth were included for the
animals that received 4 injections (Fig. 3A). Analyses of head frontal sec-
tions on the plane of the first molars confirmed at the histology level the
inclusion (alveolar bone crests still over the tooth crown) of upper
molar and both upper and lower molars respectively for the mice treat-
ed with 3 and 4 injections (black arrows in Fig. 3B). TRAP staining per-
formed on adjacent sections showed limited staining around the teeth
included, indicating their definitive inclusion (Fig. S2A).

Injection frequency of the IK22-5 antibody and the newborns' growth

In order to determine the importance of IK22-5 injection frequency,
a second protocol of 4 injections every three days was developed
(Fig. 1B) and applied to C57BL/6] and CD1 mice. Micro-CT analyses of
tibias showed that both protocols had a similar impact on specific
bone volume and the tibia length (Fig. 2A), regardless of the strain of
mouse (Supplemental Table B for statistical data). Analyses of tibia lon-
gitudinal sections confirmed the absence of difference between the two
protocols (Fig. 2B). However, the TRAP staining showed the presence of
differences concerning osteoclast number between the two protocols
one month after the end of treatment, more specifically in the C57BL/
6] mice (Fig. 2C). Indeed, in the longest protocol (Ab3(4)) the osteoclast
number was still low in the C57BL/6] mice (2.21 osteoclasts/mm) indi-
cating an as yet unrecovered bone resorption in this protocol covering
the longest period of time.

Micro-CT analyses of the heads made it possible to see thatinagiven
mouse strain the two protocols induced the same defects (Fig. 3A).
Tooth eruption (white arrows) and suture closure (black arrows)
were similarly affected (Fig. 3A). However differences regarding the
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Fig. 3. Effects of IK22-5 treatments on craniofacial growth in male mice, importance of the interval between injections and the mouse's genetic background (C57BL/6] versus CD1) analyzed
atday 39 by micro-CT (A), Masson trichrome histological staining (B) and TRAP histo-enzymology (C). Micro-CT analyses showed that delays in suture closure (mineralization) were pres-
ent (black arrows) in C57BL/6) mice receiving at least 3 injections (A). The first upper molar’s eruption defect was evidenced in C57BL/6) mice that received 3 injections while most teeth
eruption was affected in mice that received 4 injections (white arrows). Increasing the interval between injections has no repercussion on suture closure and teeth eruption in C57BL/6J
mouse. InCD1 mouse, whatever the interval between injections, suture closure delays were present { black arrows) and most or all the teeth had erupted (A). A unique case with upper first
molar inclusion (white arrow ) was observed in CD1 mice (A). Histological frontal sections of heads (B) in the plane of the first molar (M1) confirmed the teeth inclusions (black arrows).

Deformities in the mandible incisor (1) were present in the C57BL/6] mice treated 4 times (B).
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tooth eruption defect and suture closure were observed between the
C57BL/6] and CD1 mice. Data corresponding to animals sacrificed just
after the last injection for Ab3(4) protocol are presented in Fig. 5.

Tooth eruption was affected differentially by IK22-5 antibody injections in
C57BL/6] and CD1 mice

Micro-CT analyses of the heads made it possible to see that tooth
eruption consequences were different depending on the mouse strain
considered (Fig. 3A). While all C57BL/6] mice effectively had several
teeth included (white arrows) one month after the last of for injection
of IK22-5, only one CD1 mouse (shown here) had its upper first molars
included (white arrow). Analyses of head frontal sections made it possi-
ble to see that the first molars were all included (black arrows) in the
C57BL/6] mice, but not in the case of the CD1 mice one month after
the last injection (Figs. 3B; S1B). Interestingly, the use of a double
dose of 1K22-5 in the CD1 mouse genetic background induced a defini-
tive inclusion of the first upper molars and a more severe but still tran-
sient delay in suture closure (Fig. S1B). This supports the hypothesis
that sensitivity to the 1K22-5 treatment is dependent of the mouse
strains.

% ZOL3(4)
1 Ab3(4)

A [ e

|| zowaw || avs |

Synergic effect of IK22-5 and zoledronic acid

In order to establish the potential synergic action of the 1K22-5
blocking antibody and ZOL, the skeletal impacts of combined half
doses of IK22-5 and ZOL were compared to the impacts of full doses of
each inhibitor at the end of the treatments and 1, 2 or 3 months later
in the CD1 mouse genetic background (that was less affected by 1K22-
5 treatment) using the second protocol (Fig. 1B).

Micro-CT analyses of the tibias showed at the end of the treatment
(Fig. 4A and Supplemental Table C for statistical data) an increase in
the specific bone volume similar to the one observed with full doses of
1K22-5 (for instance BV/TV at 50% are 76.1 4 0.6 versus 84.7 + 0.3)
but significantly higher than that induced by ZOL injections alone
(BV/TV at 50% are 23.9 4 3.1). Analyses of tibia longitudinal sections
(Fig. 4B) confirmed the micro-CT observations and made it possible
to observe an important increase in the growth plate hypertrophic
chondrocyte zone (black star) only with the combination of IK22-5
and ZOL. TRAP staining on adjacent sections revealed the presence of
TRAP-positive cells in the tibia of the ZOL treated-mice while no stain-
ing was present in tibia sections of the mice treated with I1K22-5 alone
or in combination with ZOL (Fig. 4C). Measurements of the number of
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Fig. 4. Effects of combined 1K22-5 and ZOL treatments on tibia growth in CD1 mice (male and female) analyzed at days 13 (A-C) and 43 (D-F) by micro-CT (Aand D), Masson trichrome
histological staining (Band E) and TRAP histo-enzymology (C and F). At the end of the treatment (day 13), a similar decrease in tibia length was observed in mice receiving 4 injections of
ZOL, IK22-5 or both at half doses (A). Furthermore, a significant increase in bone density was evidenced for each treatment by BV/TV measurements. A higher impact was observed for
1K22-5 compared to ZOL and the combination of IK22-5 and ZOL had an effect similar to that of IK22-5 alone. Histological sections confirmed the increase in bone density in the treated
mice (B) and made it possible to visualize significant enlargement of the tibia growth plate's hypertrophic chondrocyte zone in double-treated mice (star in (B)). Moderate enlargements of
this zone were also observed after IK22-5 or ZOL treatments. TRAP histo-enzymology showed at the end of the treatments (C) a moderately increased number of positive cells on the sec-
tions of ZOL-treated mice compare to control (4.84 versus 3.00 osteoclasts/mm ) while no positive cells were visible on the tibia sections of IK22-5 and 1K22-5 + ZOL treated mice. One
month after the end of treatments (day 43 ), micro-CT analyses showed that tibia length was still reduced in the treated animals compared to the controls (D). In addition, bone were
less dense in ZOL- and IK22-5 + ZOL-treated mice than at the end of the treatments, but remained superior to control bone densities. In contrast, bone density was unchanged in the
1K22-5-treated mice. Histological sections of the tibias confirmed the presence of elevated bone densities in IK22-5- and 1K22-5 + ZOL-treated mice (E) while the bone density of ZOL-
treated mice was slightly higher than that of the control mice. No difference was observed concerning the growth plate’s hypertrophic chondrocyte zone thickness. TRAP histo-enzymology
evidenced the presence of a significantly increased number of positive cells in the tibia of IK22-5- and 1K22-5 + ZOL-treated mice comparatively to control (11.05 and 11.02 versus 523
osteoclasts/mm) while this number was similar to control in ZOL-treated mice (F). M: male; F: female.
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TRAP positive osteoclasts by mm of bone surface (nOC/BS) confirmed
these observations. One month after the end of the treatments, micro-
CT analyses showed a clear decrease in the tibia-specific bone volumes
compared to data obtained at the end of the treatments for the mice
injected with ZOL alone or with IK22-5 (for instance BV/TV at 50% de-
creased respectively from 23.9 + 3.1to 6.3 & 2.0 for ZOL,; Fig. 4D and
Supplemental Table C). In contrast, the tibia-specific bone volume was
unchanged in the mice treated with IK22-5 alone (Fig. 4D and Supple-
mental Table C). Histological sections of the tibias (Fig. 4E) supported
the micro-CT observations. In addition, the size of the growth plate hy-
pertrophic zone was similar to that of the controls in all mice.
Concerning the TRAP staining performed on adjacent sections, numer-
ous positive cells were present in the tibia of IK22-5 and 1K22.5 + ZOL
treated-mice (Fig. 4F) signing the ongoing return toward normal bone
density. Measurements of the number of TRAP positive osteoclasts by
mm of bone surface (nOC/BS) confirmed these observations. Such re-
covery was validated by the micro-CT analyses of the tibias performed
2 and 3 months after the end of the treatments (Fig. S3 and Supplemen-
tal Table C). Interestingly, in fine it appeared that recovery requires
more time for mice receiving ZOL injections alone or associated with
1K22-5,

Micro-CT analyses of CD1 mouse heads showed delays in suture clo-
sure at the end of the treatments (Fig. 5A), moderate for ZOL-treated
mice (black-arrow) compared to IK22-5-treated mice (white stars).
Heads of IK22-5-treated C57BL/6] mice were presented for comparison.
With regard to tooth eruption, a blockage was observed for all the teeth
exclusively in CD1 mice treated with the combination of IK22-5 and ZOL
(arrow in Fig. 5A). One and three months after the end of the treatments

(Figs. 5B-C), no remnant signs of suture closure delay were visible,
whereas most if not all the teeth of CD1 mice treated with the 1K22-5
and ZOL combination were definitively included (white arrows in
Figs. 5B-C). Moreover, a destruction of the mandible basal bone
(white arrows-heads in Fig. 5C) was observed. TRAP staining performed
on frontal sections of the heads (Fig. S2B) made it possible to confirm
the inclusion of all the teeth one month after the treatment with the
1K22-5 and ZOL combination (black-arrows), and linked basal bone re-
sorption (black arrow-head) to the formation of a tumor-like structure
(TL) in place of the peculiar continuously-growing incisor. Interestingly,
similar effects for the IK22-5 and ZOL combination on skeleton growth
were observed on the C57BL/6] mouse genetic background with only
two injections (Fig. S4), re-enforcing the previous demonstration of
the existence of susceptibility differences between mouse strains.

Discussion

Bone resorption inhibition has shown its benefits in the therapeutic
management of different pediatric pathologies with local or generalized
bone erosion [1-3]. The doses of inhibitors used vary according to the
pathology considered. For instance, cumulative doses of ZOL used in
clinical trials for primary bone tumors are 5 to 10 times higher than
those used for osteogenesis imperfecta (500-750 versus 75-100 pg/kg/
year). Despite the therapeutic value of using high onco-pediatric doses
of bone resorption inhibitors, the question of the side effects of such
doses on skeleton growth needs to be studied. Our previous studies in
C57BL/6] mice showed that ZOL induced a transient arrest in long
bone growth [23], delayed skull suture mineralization and irreversibly
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Fig. 5. Effects of combined 1K22-5 and ZOL treatments on craniofacial growth in male mice analyzed with micro-CT at the end of treatment (day 13 (A)) and 1 and 3 months after the end of
treatments (days 43 (B) and 103 (C) respectively). In CD1 mice, at the end of the treatments (A), a delay in suture closure (mineralization) was observed whatever the treatment but
appeared to be less significant in the mice treated with ZOL alone (black arrow) than in those treated with 1K22-5 alone or combined with ZOL (white star). Regarding tooth eruption,
a significant delay was observed in mice treated with the combination of IK22-5 and ZOL (white arrow). One and 3 months after the end of the treatments, whatever the treatment con-
sidered, the suture appeared to be closed similarly to the controls ((B) and (C)). In contrast to the suture, the eruption defect induced by the combination treatment appeared to be irre-
versible (white arrows in (B) and (C)). Furthermore, deformations of the mandible basal bone were observed (arrow-heads in (C)) as clearly visible on micro-CT scan frontal sections
(upper right image) performed in the first molar plane. Micro-CT of C57BL/6] mouse heads treated with IK22-5 alone every three days were shown for comparison.
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blocked tooth eruption [24]. In onco-pediatric patients a similar effect on
long bone was observed [23] and the analysis of potential tooth eruption
defects is still ongoing. Another study performed with OPG-Fc has also
demonstrated that long treatment with high doses induced an
osteopetrosis-like phenotype that was reversed after the treatment ces-
sation [28]. However, this treatment was initiated at 15 days, forbidding
the analyses of the effects on craniofacial skeleton growth more precise-
ly tooth eruption and suture mineralization.

In the present study, similar side effects were evaluated for another
inhibitor of bone resorption, a RANKL-blocking antibody. Our data ob-
tained in C57BL/6] mice demonstrated side effects similar to those pre-
viously observed with ZOL. Concerning the long bones, the RANKL-
blocking antibody showed a more important effect than ZOL as attested
by the higher increase in specific bone volume. However, after the end
of the treatment, the recovery was more rapid. The impact on skull
suture mineralization was also more important but recovery was
rapid after the end of the treatment. Interestingly, a delay in suture
mineralization was also evident in the Rankl~'~— mice in agreement
with the previously demonstrated implication of the RANKL/RANK
signalization in skull growth [29]. Regarding tooth eruption, a com-
plete and definitive arrest was observed following four injections of
the RANKL-blocking antibody. This observation confirmed that
RANKL/RANK signaling is crucial for tooth eruption as previously
demonstrated with transgenic mice over-expressing RANK [30,31],
and established that tooth eruption arrest is the main irreversible
skeletal side effect when bone resorption inhibitors are used at high
doses, as currently recommended in onco-pediatric protocols. An expla-
nation to this irreversible effect is that tooth eruption occurred during a
strict developmental window of time and that after this period eruption
is blocked [30,31].

In order to evaluate the consequences of the frequency of anti-
RANKL antibody injections on these side effects, a second protocol was
developed with injections every three days instead of every two days.
Decreasing injection frequency while maintaining the same number of
injections corresponded to a decrease in the cumulative dose (j/day)
but an increase in treatment length (x 1.5). No difference was observed
between the two protocols concerning the induced osteopetrosis-like
phenotype, suggesting that at such high doses the inhibition is optimal
and stable for more than three days. Further studies will be needed to
determine the stability of the inhibition induced by high doses of
RANKL-blocking antibody, bearing in mind that TRAP staining showed
significant differences in C57BL/6] mice (Fig. 2C).

In order to determine if the occurrence of side effects secondary to
bone resorption inhibition induced by high doses of a RANKL-blocking
antibody may differ from one mouse strain to another, the two proto-
cols were also applied to CD1 mice for comparative purposes. The re-
sults showed that CD1 and C57BL/6] mice long bones and sutures
were similarly affected by the treatment whereas tooth eruption that
was irreversibly affected in C57BL/6] mice occurred quite normally in
(D1 mice. However, CD1 mouse were sensitive to the treatment as
evidenced by the blockage of tooth eruption observed after injections
of double doses of RANKL-blocking antibody. This shows the existence
of varied susceptibility to bone resorption inhibition depending on
mouse strains when considering tooth eruption. Interestingly, such sus-
ceptibility variations were observed for the RANKL-blocking antibody
but also for ZOL as the ZOL-treated CD1 mice had normal tooth eruption
(Fig. 5) compared to the totally blocked tooth eruption in C57BL/6] [24].
Further studies will be needed to decipher the origin of such sensitivity
variations between mouse strains.

The RANKL-blocking antibody and zoledronic acid (bisphosphonates)
have different mechanisms of action concerning bone resorption inhibi-
tion. Bisphosphonates act on osteoclast activity [32], while the antibody
totally inhibits osteoclastogenesis [33]. The question of a synergic effect
between both treatments was raised. Using our protocol on the less sen-
sitive mouse strain (CD1) concerning tooth eruption blockage, the impact
of combined half doses of both resorption inhibitors was analyzed. The

results validate the existence of a synergic effect between the two bone
resorption inhibitors. Moreover the stability of the bone resorption inhi-
bition appears to be different between these two inhibitors, the ZOL effect
being maintained longer after the end of treatment as seen on CD1 mouse
tibia (Fig.S3). These data suggest that a combination of the two inhibitors
may be useful in pediatric oncology, making it possible to reduce the
doses of each inhibitor and the frequency of the injections. Each of
these inhibitors has advantages and disadvantages regarding its use in
onco-pediatric protocol. ZOL main advantage is its combine effect on
osteoclast and tumor cells. Its disadvantages are the high stability of the
inhibition that could perturb the patient growth and the induced accu-
mulation of TRAP positive cells at the bone surface [24]. IK22-5 main ad-
vantages are the efficiency of the resorption inhibition, its rapid reversion
and the absence of TRAP positive cells on bone surface. Its main disadvan-
tage is the absence of direct anti-tumor effect. Combining these two
inhibitors might enable to take advantages of both inhibitors while eras-
ing disadvantages as suggested by our experiments. Further studies will
be needed to determine the appropriate protocol to avoid side effects
while maintaining sufficient bone resorption inhibition. Interestingly, de-
creasing the dose of ZOL may reduce the overcoming of resistance to this
agent reported for osteosarcoma and Ewing sarcoma cells [34-36] but
conversely it may reduce its known direct effect on tumor cells [37-45],
including the reversion of resistances to other therapeutic factors
[46-51]. Regarding the RANKL-blocking antibody, while RANK expres-
sion was reported in certain tumor cells, including osteosarcoma cells
[52-56] with a suspected implication of the RANKL-RANK axis in the
control of these cells' proliferation, no resistance to the RANKL-blocking
antibody has been reported so far. Reducing the doses used may never-
theless be of interest. It will make it possible to prevent potentially harm-
ful effects that may occur as a result of the invalidation of functions of
RANKL other than the bone resorption control, such as central thermo-
regulation control [ 57-59], neurite growth [60], lymph node organization
and function [26,27,61-64], epidermal immunity and homeostasis
[65-68] and autoimmunity [69,70].

Conclusion

To conclude, injections of high onco-pediatric doses of a RANKL-
blocking antibody had consequences on skeletal growth that were sim-
ilar to ZOL injections. Long bone growth and skull suture mineralization
were transiently arrested and tooth eruption definitively impaired.
However mouse strain disparities concerning this last side effect exist
for both inhibitors. The mechanical explanation of such disparities
remains to be elucidated. Finally, the existence of a synergic effect be-
tween both inhibitors was shown, with as a perspective the possibility
of reducing the doses used for these inhibitors and consequently the in-
cidence of side effects.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bone.2014.12.011.
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Résumé

L’ostéosarcome (OS), plus fréquente des tumeurs
osseuses primitives malignes, se caractérise par une
croissance ostéoide parfois associée a une ostéolyse.
Malgré les avancées thérapeutiques, le taux de survie
reste faible (30 % a 5 ans si métastases ou chimiorésis-
tances). De nouvelles approches thérapeutiques ciblant
la cellule tumorale et son environnement sont néces-
saires.

Les travaux présentés se sont intéressés aux poten-
tiels facteurs pro-tumoraux que sont les génes DIx et &
une signalisation clé de [I'environnement osseux
(RANKL/RANK) susceptible d’influer I'agressivité tumo-
rale. L'OS étant une tumeur ostéoblastique, la famille
DIx a été choisie, car impliquée dans I'ostéoblasto-
genese, et la signalisation RANKL/RANK, car voie car-
dinale du couplage entre ostéoblastes et ostéoclastes.
De plus un lien entre DIx et signalisation RANK était
suspecté.

Les génes DIx1, DIx4 et Rank non-exprimés dans
I'ostéoblaste sain le sont dans les lignées d’OS. Des
modulations d’expression des DIx et de Rank ont été
réalisées afin d’en évaluer I'impact sur les cellules tumo-
rales. L'implication de la signalisation RANK/RANKL
dans le microenvironnement tumoral a été analysée. La
perturbation du remodelage est en faveur de la tumeur
en participant a I'établissement d’un cercle vicieux entre
la tumeur et I'environnement.

Les travaux ont établi I'implication des DIx, surtout
DIx4 pour lequel un nouveau transcrit codant a été ca-
ractérisé. Cependant des études supplémentaires sont
nécessaires. Concernant la signalisation RANK/RANKL,
il s'avere qu’au-dela du cercle vicieux, important au
stade d’initiation tumorale, I'expression de RANK par la
tumeur s’avere étre un facteur pro-métastatique.

Ostéosarcomes, homéogénes DIx, signalisation
RANK/RANKL, dissémination métastatique

Abstract

Osteosarcoma (OS), the most common malignant
primary bone tumor, is characterized by an osteoid
formation occasionally associated with osteolysis. De-
spite therapeutic advances, the 5-years survival rate
remains low (30% in case of metastasis or drug-
resistance). New therapeutic approaches targeting the
tumor cell and its environment are needed.

Presented studies focused on potential pro-tumor
factors namely DIx genes and a key signaling pathway
of the bone environment (RANKL / RANK) that may
influence tumor aggressiveness. The OS is an osteo-
blastic tumor and DIx family was chosen due to its in-
volvement in osteoblastogenesis. RANKL / RANK path-
way was selected as it constitutes a main element in the
coupling between osteoblasts and osteoclasts. A link
between DIx genes and RANK signaling was suspected.

DIx1, DIx4 and Rank genes are not normally ex-
pressed in osteoblasts but are present in the OS cell
lines. DIx and Rank expression modulations were real-
ized to assess the impact on tumor cells. RANK /
RANKL signaling involvement in the tumor microenvi-
ronment was analyzed. Disruption of remodeling is in
favor of the tumor taking part in the establishment of a
vicious circle between tumor and environment.

This work established the involvement of DIx, espe-
cially DLX4 to which a new coding transcript has been
characterized. However, additional studies are needed.
Regarding the RANK / RANKL signaling, it turns out that
beyond the vicious circle, leading to tumor initiation
stage, the RANK expression by the tumor proves to be
pro-metastatic elements.

Ostéosarcoma, DIx homebox
RANK/RANKL signaling, metastatic spread

genes,



