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A. Le tissu osseux

Le tissu osseux est un tissu conjonctif caractérisé par la nature solide de sa matrice
extracellulaire (MEC) capable de supporter des contraintes mécaniques. Il constitue ainsi une
véritable « charpente » de I'organisme, protége les organes vitaux et les structures internes,
et permet la locomotion. Ce tissu osseux constituant le tissu de support de I'ostéosarcome,

nous nous intéresserons brievement a ses principales caractéristiques.

1) Les cellules osseuses
Le tissu osseux est une structure dynamique en perpétuel remaniement, en grande

partie sous le contréle de deux types cellulaires ; les ostéoblastes et les ostéoclastes.

Les ostéoblastes différenciés sont des cellules ostéoformatrices disposées en
monocouche cellulaire sur la surface osseuse. Ces ostéoblastes dérivent de cellules souches
mésenchymateuses qui se différentient dans un premier temps en pré-ostéoblastes puis en
ostéoblastes matures sous le contréle de différents facteurs de transcription tel que RUNX2
(runx related transcription factor 2) ou osterix. Progressivement la morphologie des cellules
évolue d’une forme de type fibroblastique en des cellules cuboides possédant un large noyau
et organisées a la surface de I'os en un épithélium d’ostéoblastes matures qui synthétisent le
tissu ostéoide. Les ostéoblastes matures expriment alors des marqueurs tel que la BSP (Bone
Sialoprotein) I'ostéopontine ou I'ostéoclastine. Ces cellules ont la capacité de produire du

collagéne de type | représentant 95% de la matrice ostéoide.
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Figure 1 : Image en microscopie électronique a balayage d’ostéoblastes tapissant la
trame osseuse.

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

Les ostéoclastes qui participent a la résorption osseuse, ont des caractéristiques
similaires aux macrophages. Ce sont des cellules géantes, multi-nucléés et localisées a la
surface de I'os dérivant de précurseurs hématopoiétiques mononuclés de type monocytaire.
La différenciation ostéoclastique est étroitement régulée par différents facteurs de
transcription (PU-1, c-fos, NF-kB (nuclear factor kappa B)) en réponse a certains facteurs dont
les principaux sont le M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) et RANKL. Les
ostéoclastes matures sont des cellules géantes multinucléées possédant un appareil de Golgi
tres développé, de nombreuses mitochondries péri-nucléaires et sont riches en enzymes
lysosomales telles que TRAP (Tartrate Resistant Acide Phosphatase) ou la cathepsine K ainsi

gu’en métalloprotéases, nécessaires a la dégradation osseuse.
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Figure 2 : Image en microscopie électronique d’ostéoclaste dégradant la matrice
osseuse.

D’apreés le site internet : https://boneresearchsociety.org/resources/gallery/

2) Le remodelage osseux
De fagon coordonnée, les ostéoblastes et ostéoclastes participent au remodelage
osseux du fait du processus de résorption du tissu existant et de son remplacement par une
nouvelle matrice osseuse. Ce processus, essentiel a la réparation des dommages osseux, se

compose de 6 phases successives. 37

Dans un premier temps, la phase d’activation. Des ostéoclastes immatures sont
recrutés depuis la circulation sanguine puis activés. Ils reconnaissent la surface de l'os a
résorber et de nombreux ostéoclastes mononuclées fusionnent pour former des pré-

ostéoclastes multinuclées qui se fixent alors a la matrice osseuse.

Arrive ensuite la phase de résorption, qui peut durer environ deux semaines. Pendant

cette phase, les ostéoclastes matures liberent des enzymes protéolytiques grace a I’action de

-3-
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pompes a protons. La matrice osseuse, riche en collagene, est dégradée par des protéases

telles que la cathepsin K ou bien des métalloprotéinases (MMPs).

La phase d’inversion est une transition entre la phase de résorption et la phase de
formation. Elle débute par la mort des ostéoclastes par apoptose, des cellules de type
macrophagiques viennent alors nettoyer la lacune osseuse. Ainsi, la surface osseuse

fraichement résorbée est lissée et préte pour la formation d’une nouvelle matrice.

La libération de facteurs pro-ostéoblastiques suite a la dégradation de la matrice tels
qgue les BMPs, les FGFs, ou les TGF-Bs stimulent alors la formation ostéoblastique. Au cours
de cette phase, les ostéoblastes différenciés synthétisent et secretent une matrice riche en
collagene de type I. Cette matrice est ensuite minéralisée par le dépbt de cristaux

d’hydroxyapatite le long des fibres de collagene.

Vient alors la phase de terminaison, les ostéoblastes meurent par apoptose, se
transforment en cellules quiescentes et tapissent la surface de I'os, ou sont ensevelis dans la
matrice osseuse nouvellement formée et deviennent des ostéocytes. On rentre alors dans la
phase de quiescence. Ces ostéocytes jouent un réle majeur dans la signalisation de la fin du

remodelage par la sécrétion d’antagonistes a I'ostéogeneése.

Activation |F:é59rpﬁ]9n Jruers]on‘ Eormation lerminaison | Quiescence g

Figure 3 : Etapes du remodelage osseux.
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Dans des conditions dites physiologiques, le processus de remodelage osseux
contribue a maintenir un équilibre entre la résorption osseuse et la formation osseuse. La
rupture de cet équilibre participe au développement de différentes pathologies osseuses
bénignes ostéocondensantes (comme I'ostéopétrose) ou ostéolytiques (comme

I'ostéoporose), ou malignes (ostéosarcomes, sarcomes d’Ewing, chondrosarcomes...).
B. Epidémiologie

L'ostéosarcome est la plus fréquente des tumeurs osseuses primitives chez les enfants
et jeunes adultes, en comparaison avec le sarcome d’Ewing qui est la plus fréquente des
tumeurs osseuses chez les enfants de moins de 10 ans. L’incidence de I'ostéosarcome est
d’environ 4 cas par million par an chez les enfants et jeunes adultes de moins de 20 ans. Ce
cancer représente environ 35% des cas, suivis par le chondrosarcome (25% des cas) et le
sarcome d’Ewing (16% des cas). Parmi les cancers pédiatriques, |'ostéosarcome se place en
huitieme position aprés les lymphomes et les tumeurs du cerveau. L’incidence de
I’ostéosarcome est plus haute chez les garcons que chez les filles, avec environ 1.5 fois a 2 fois

plus de cas chez les garcons. &8

L'ostéosarcome a deux piques d’occurrence, le premier pendant I'adolescence, le
second a I'age adulte. L'ostéosarcome reste trés rare chez I'enfant de moins de 5 ans, avec
seulement 2% des cas. Entre 11 et 15 ans le risque de développer un ostéosarcome est plus
accru, ce qui correspond a la période de croissance lors de la puberté. Il existe un second pic
d’incidence chez I'adulte aprés 65 ans, qui est souvent une maladie secondaire, fréquemment

liée a d’autres pathologies du remodelage osseux tel que la maladie de Paget.

Lors du diagnostic, environ 20% des patients présentent des métastases, le plus
fréguemment au niveau des poumons, mais des métastases osseuses et ganglionnaires

peuvent également exister. 7910

Avant les années 1970, I'amputation était le seul traitement des ostéosarcomes, 80%
des patients décédaient a la suite de la dissémination métastatique, menant a la conclusion
gue 80% des patients présentent des micro-métastases indétectables au diagnostic. La mise
en place de protocoles de chimiothérapie composés de hautes doses de méthotrexate

associés a de la vincristine suivie par de l'acide folique a entrainé une augmentation
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significative de la survie des patients qui ne présentaient pas de métastases visibles au

diagnostic. 11714

C. Différents types d’ostéosarcomes

L'ostéosarcome est une tumeur d’origine mésenchymateuse puisqu’elle dérive du
mésoderme et semble issu des MSC®. L’ostéosarcome exprime RUNX21¢, ALP, OCN et BSP. Il
aurait pour origine une dérégulation du programme de différenciation des MSC. Différents

degrés de différenciation peuvent étre retrouvés dans cette pathologie.

Selon la définition de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'ostéosarcome est
« une tumeur maligne caractérisée par |'élaboration d’os ou de substance ostéoide par les
cellules tumorales ». Selon cette définition, une production d’os, méme minime, suffit pour
parler d’ostéosarcome. L'ostéosarcome présente en réalité une grande variété de lésions
distinctes par leur présentation clinique et radiographique, leur aspect microscopique et leur

évolution, conduisant a définir cette pathologie comme une tumeur tres hétérogene.

L'ostéosarcome peut apparaitre sur tous les os, mais le site le plus fréquent est au
niveau de la métaphyse des os longs prés de la plaque de croissance, les épiphyses et
diaphyses sont rarement touchées. Les sites les plus fréquents sont le fémur (48% des cas), le
tibia (27%) et I’'humérus (15%). Plus rarement I'ostéosarcome se développe au niveau des os
du crane ou de la face (8% des cas) et du pelvis (8%). Seulement 1% des cas d’ostéosarcomes

est situé au niveau des cotes.
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Figure 4 : Localisations préférentielles des ostéosarcomes
On distingue plusieurs types d’ostéosarcome selon leur localisation a Ios.

L'organisation mondiale de la santé divise les ostéosarcomes en trois types:

les
ostéosarcomes centraux ou intramédullaires, les ostéosarcomes intra-corticaux et les

ostéosarcomes de surface.

Parmi les ostéosarcomes centraux,

On retrouve I'ostéosarcome dit conventionnel qui est le plus commun et représente

80% des cas apparaissant dans les 20 premieres années de la vie. Ces ostéosarcomes

-7-
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se divisent en plusieurs sous types: ostéoblastique, chondroblastique et
fibroblastique. C'est la forme la plus agressive d’ostéosarcome, ayant pour origine la
cavité intra-médullaire.

- L'ostéosarcome télangiectasique représente 4% des ostéosarcomes, c’est une forme
caractérisée par des lésions lytiques associées a de multiples fractures. Le pronostic
vital est moins bon que la forme centrale.

- L'ostéosarcome a petites cellules représente 1 a 2% des ostéosarcomes. L’aspect
histologique présente des petites cellules rondes, la tumeur est caractérisée par une
production de matrice ostéoide associée a des plages de lyse.

- Enfin, les ostéosarcomes de bas grades, constituent 1 a 2% des ostéosarcomes,
affectent plus généralement les adultes aprés 30 ans. C'est une forme rare et
particuliére, difficile a diagnostiquer, caractérisée par une évolution lente et un
pronostic favorable. Cette forme peut dériver en ostéosarcome conventionnel si elle

n’est pas traitée.

Les ostéosarcomes intra-corticaux sont les formes les plus rares, caractérisés par une

matrice ostéoide.
Parmi les ostéosarcomes de surface on distingue deux sous types :

- L'ostéosarcome parostéal : un ostéosarcome de bas grade qui prend origine dans le
périoste. Il représente 4 a 6% des cas.

- L'ostéosarcome périostale, caractérisé par une matrice cartilagineuse, moins fréquent
gue I'ostéosarcome parostéal.

- L'ostéosarcome de surface de haut grade, qui constitue moins de 1% des
ostéosarcomes. Ce sous type est caractérisé par des lésions de surface associées a une

apparence histologique agressive.

D. Etiologie et facteurs de risques

L'étiologie des ostéosarcomes reste largement inconnue aujourd’hui, cependant des
études sont menées pour déterminer des causes environnementales ou génétiques.
Aujourd’hui, les facteurs de risque connus associés au développement des ostéosarcomes
comprennent les radiations ioniques, les agents alcalins, la maladie de Paget, le

rétinoblastome ainsi que le syndrome de Li-Fraumeni. Cependant, différents facteurs de

-8-
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risque environnementaux ont été mis en évidence, aucun ne pouvant étre considéré comme
spécifique au développement d’un ostéosarcome, mais tous devant étre pris en compte

comme facteurs aggravants.

1) Caractéristiques physiologiques
L'ostéosarcome apparait le plus fréquemment entre 10 et 15 ans, pendant la phase de
croissance rapide des os longs. Le premier pic d’incidence de I'ostéosarcome correspond a la
période de croissance lors de la puberté, suggérant une relation étroite entre la croissance
rapide et le développement de la maladie. L'incidence plus élevée chez les gargons correspond
a la phase de croissance trés rapide lors de la puberté. De plus, I'apparition d’un ostéosarcome

est plus fréquente chez les personnes de grande taille.

2) Facteurs génétiques et familiaux /anomalies cytogénétiques
Les ostéosarcomes sont caractérisés par de nombreuses mutations et réarrangements
génomiques trés complexes et diverses, ce qui a rendu impossible la mise en évidence d’une
aberration chromosomique récurrente et spécifique caractérisant I'ostéosarcome. L'étude

génomique des ostéosarcomes a mis en avant différentes aberrations chromosomiques®’2°,

Les cellules tumorales sont constituées de multiples altérations génétiques basées sur
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeur, particulierement p53 altéré dans 50% des cas
et la protéine Rb altérée dans 70% des cas. Enfin, le pro-oncogenes c-myc et le facteur de

transcription AP-1 sont activés dans certains cas d’ostéosarcome.

Le rétinoblastome est fréquemment associé au développement d’'un ostéosarcome
tardif. Il existe une forte disposition génétique au développement d’un ostéosarcome chez les
patient atteint d’un rétinoblastome héréditaire, caractérisé par une mutation germinale du
géne RB1 associé a un pronostic vital moins bon que les patients n’ayant pas de mutation RB1.
Le risque de développer un ostéosarcome a 20 ans aprés avoir été diagnostiqué d’un
rétinoblastome bilatéral est de 12.1%, reflétant la combinaison de prédisposition génétique a
de multiples cancers ainsi qu’aux effets de la radiothérapie utilisée pour le traitement des

rétinoblastomes. 720:21

Le syndrome de Li-Fraumeni est une pathologie héréditaire autosomale dominante

causée par la mutation du géne suppresseur de tumeur p53, elle est a I'origine d’'une
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prédisposition tres forte au développement de différents types de tumeurs chez I'enfant. Ce

syndrome est retrouvé chez 3% des patients atteints d’ostéosarcome. .22724

La maladie de Paget qui est une pathologie présentant un remodelage osseux intense
principalement chez les personnes agées peut étre a lorigine du développement

d’ostéosarcome (environ 1% des cas)?.

Enfin, Le syndrome de Rothmund-Thomson, causé par la mutation du géne RECQL4
codant pour une protéine de la famille des RecQ-hélicase, prédispose au développement d’un

ostéosarcome. 72426

3) Facteurs environnementaux

Un ostéosarcome peut se développer apres une répétition d’expositions a des
radiations ionisantes, celles-ci sont impliquées dans 3% des cas d’ostéosarcome, souvent
associées a une maladie secondaire chez un patient. L'intervalle entre l'irradiation et
I'apparition de la maladie se situe entre 12 et 20 ans. L’exposition a certains agents alcalins
contribue au développement des ostéosarcomes, indépendamment de la radiothérapie. Les
patients ayant eu un sarcome d’Ewing ont un plus haut risque de développer par la suite un
ostéosarcome di aux doses tres élevées de radiations ionisantes associées a une
chimiothérapie constituée d’agents alcalins (cisplatine, cyclophosphamide). D’autres facteurs
de risques environnementaux tels que des expositions aux rayon X avant la naissance ont été

mis en évidence.1”27
E. Clinique

1) Diagnostic

Les patients atteints d’ostéosarcomes présentent typiquement des douleurs
persistantes dans une zone localisée, habituellement ressenties aprés une blessure. La
douleur peut aller et venir sans disparaitre totalement, et est souvent plus intense la nuit. Le
diagnostic peut étre retardé chez les adolescents car la douleur peut étre attribuée a tort a
des traumatismes sportifs ou a une croissance osseuse rapide. Certains patients se plaignent
de symptomes systémiques, tels qu’une perte de poids, de la fievre ou une fatigue intense. Le
premier examen révele une masse a la palpation, on observe également dans les stades les
plus avancés une vascularisation cutanée inhabituelle au niveau de la lésion. Ces symptémes

nécessitent un examen clinique plus approfondi, la premiére étape étant une radiographie de

-10 -
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I'os. On peut observer des lésions ostéolytiques typiques de I'ostéosarcome ainsi que des
structures en « feux d’herbe », réaction du périoste a la progression tumorale. S’en suit un
examen plus approfondi par imagerie a résonnance magnétique (IRM) pour définir I’étendu
de la tumeur et la formation de métastases adjacentes. L'IRM permet d’optimiser la chirurgie
nécessaire pour obtenir une biopsie. Un examen des poumons par CT scan est également

nécessaire pour détecter d’éventuelles métastases pulmonaires. 210:28.29

Le diagnostic de I'ostéosarcome est confirmé par biopsie, réalisée par un oncologue
orthopédiste. Elle est analysée par cytogénétique et histopathologie, méme s’il n'y a
aujourd’hui aucun marqueur immunohistochimie ni d’analyse cytogénétique spécifique de
I'ostéosarcome. On observe une cellularité trés importante, des mitoses anormales, et la

présence d’ostéoformation sous forme d’os lamellaire d’agencement anarchique.

-11 -
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Figure 5 : Aspect Radiologique et histologique de I'ostéosarcome

a : radiographie d’un ostéosarcome. Territoires denses et floconneux. Réaction périostée en feu d’herbe ; b : ostéosarcome
conventionnel de haut grade de malignité ostéoblastique et chondroblastique. Cellules tumorales avec des atypies
cytonucléaires marquées, hyperchromatisme et mitoses. Elaboration d’une matrice ostéoide peu abondante (réseau en
dentelle) (HE x 200) ; c : ostéosarcome télangiectasique. Espaces kystiques remplis de sang. Cellules atypiques et mitoses
anormales dans les septas. Production ostéoide faible (HE x 200) ; d : ostéosarcome a petites cellules. Cellules rondes dissociées

dans un stroma fibreux et ostéoide (HE x 200)

D’apres Anne Gomez-Brouchet et. Al, 201130

2) Traitements actuels
Apreés le diagnostic confirmé, les patients atteints d’ostéosarcome de hauts grades sont
traités a I'aide d’approches multidisciplinaires reliant les orthopédistes et les oncologues. Le
protocole standard consiste en une polychimiothérapie néoadjuvante d’environ 13 semaines
permettant de réduire le volume tumoral facilitant la chirurgie résectrice (incluant toutes les
métastases pouvant étre retirées chirurgicalement). La réponse histologique a la chirurgie

préopératoire est un facteur de prédiction de la survie du patient. L'amputation qui était avant

-12 -
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une regle plus qu’une exception, est maintenant remplacée dans 80% des cas par une

chirurgie partielle préservant le membre du patient.?®

Apres la chirurgie, le protocole de chimiothérapie est déterminé en fonction du
pourcentage de cellules viables sur la piece de résection. Ce pourcentage de cellules tumorales
résiduelles permet d’établir le grade de Huvos, une classification histo-pronostique
universelle. Ce classement permet de déterminer la qualité de la réponse a la chimiothérapie

du patient et d’adapter son traitement3.

Grade Pourcentage de cellules tumorales viables
I >95 %
lla 502 94%
lb 11249 %
0 1a10%
\Y 0

Le traitement de référence européen, la « MAP », est une association de doxorubicine,
cisplatine et de méthotrexate a haute dose, et est habituellement utilisé pour traiter les
enfants et jeunes adultes atteint d’ostéosarcome. Dans le cas d’'une mauvaise réponse
histologique aprés la chimiothérapie préopératoire, les oncologues ajoutent généralement au
protocole de MAP de I'ifosfamide et de I'étoposide. Des études ont montré que I'ajout de ces
deux nouvelles chimiothérapies n’améliore pas la survie comparée aux patients traités avec la
MAP seule. Cependant, ces deux molécules ont été testées dans le cadre d’ostéosarcomes
récurrents ou présentant des métastases pulmonaires en rechute. Il a alors été observé une

augmentation de la survie d’environ 30%.%32

En France le traitement actuel est composé d’'une phase de chimiothérapie néo-
adjuvante comprenant des cycles d’administration de méthotrexate a haute dose associé a de
I’étoposide et de I'ifosfamide pendant 13 semaines. La chirurgie résectrice permet d’établir le
niveau de réponse des patients aux chimiothérapies grace au grade de Huvos, les bons

répondeurs (grade Ill et grade IV) subissent un protocole de chimiothérapie identiques a la
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premiere phase. Les mauvais répondeurs (grade |, lla, et Ilb) ont un protocole de
chimiothérapie composé de méthotrexate a haute dose, de doxorubicine (adriamycine) et de

cisplatine®.

Les patients ayant des métastases lors du diagnostic recoivent le méme protocole de
chimiothérapie que les patients ayant des formes localisées, malheureusement il n’existe
aujourd’hui que peu d’options pour traiter ces patients au diagnostic sombre. En effet, le taux
survie a 5 ans pour les patients ayant une forme d’ostéosarcome localisée est d’environ 75%,
mais chute a 25% lorsque des nodules métastatiques sont déja présents au diagnostic. Environ
35% des patients ayant un ostéosarcome localisé au moment du diagnostic rechutent, 90%
d’entre eux auraient des micro- métastases associées a une maladie hématogéne. Le taux de

survie aprés une récidive de 'ostéosarcome est d’environ 25% a 5 ans®3%.

Le suivie des patients aprés les traitements est indispensable pour détecter
d’éventuels rechutes localisées ou métastatiques. Le suivis de I'ostéosarcome doit inclure un
examen au site de la tumeur primaire ainsi qu’une physiothérapie pour améliorer les fonctions
locomotrices a la suite de la chirurgie. Un suivi par imagerie thoracique est recommandé pour
détecter d’éventuelles métastases pulmonaires, environ tous les 3 mois les deux premieres
années, tous les 6 mois les trois années suivantes puis tous les 6 mois a un an les 5 a 10

derniéres années®.

Les chimiothérapies utilisées sont associées a des effets secondaires trés néfastes a
court terme, les plus communs étant I'alopécie, la suppression du systeme immunitaire, une

infection des muqueuses, associées a des nausées et vomissement.

Mais il est également tres important d’évaluer les effets a long terme des
chimiothérapies trés toxiques administrées a hautes doses. Tous les patients survivant a

I’ostéosarcome ont au moins un effet secondaire chronique.

La doroxubicine peut entrainer une toxicité cardiaque, I'ifosfamide est associé a une
toxicité rénale aigue ou chronique. La cisplatine induit également des toxicités rénales et peut
provoquer une perte d’audition. Enfin, le méthotrexate a haute dose est a |'origine de
nausées, vomissement, dysfonctions hépatiques, neutropénies et leucopénies. Cette

molécule est également neurotoxique.
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Un suivi cardiaque a long terme est indispensable et de nombreuses études montrent une

détérioration cardiaque pouvant survenir plus de 10 ans aprés le traitement. 336

Tous les patients doivent étre examinés sur le plan rénal, cardiaque, hématologique et
hépatique avant le début du traitement de chimiothérapie afin d’adapter le protocole et

prévenir des effets a long terme.

Malgré I'augmentation significative de la survie depuis les années 1970 grace a
I’addition de cocktails de chimiothérapie avant puis aprés la chirurgie, de nombreux patients
demeurent de mauvais répondeurs et rechutent apres I'arrét du traitement, c’est pourquoi il
est urgent de développer de nouvelles approches thérapeutiques ciblant a la fois la croissance

de la tumeur primaire et le développement métastatique. 337739

3) Traitements en développement
De nombreuses thérapies innovantes sont développées afin de pallier au manque de

traitement pour les patients en rechute ou résistants aux chimiothérapies actuelles.

Des études tant au niveau moléculaire, pour mieux comprendre les mécanismes et
potentiels marqueurs de I'ostéosarcome, qu’au niveau clinique, sont décrites dans la revue

écrite par Maya Kansara en 2014.2°
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Figure 6 : Stratégies moléculaires ciblant différentes voies de signalisation dans le traitement
des ostéosarcomes

En France des essais cliniques sont mis en place, pouvant cibler directement les cellules

tumorales, le microenvironnement tumoral ou méme I’environnement immunitaire.

L'essai clinique francais de phase |l, REGOBONE étudie chez les patients en échec
thérapeutique, I'efficacité de Regorafenib, qui est un inhibiteur de I'activité de certaines
Tyrosine Kinase impliquées dans la progression tumorale. Les résultats sont encourageants,
65% des patients traités avec le Regorafenib ne montraient de signes de progression de la

maladie aprés 8 semaines de traitements contrairement aux patients ayant recu le placebo“°.

L'ostéosarcome est caractérisé par un microenvironnement osseux associé a un déséquilibre
entre I'ostéoformation et I'ostéolyse. De nombreuses cytokines sont sécrétées par les cellules
tumorales ce qui stimulent les ostéoclastes et la résorption osseuse. De nombreux facteurs
sont libérés de la matrice osseuse et favorisent la progression tumorale. Le ciblage de
I'ostéolyse associé a la progression tumorale semble étre une approche thérapeutique
intéressante. Les biphosphonates sont des inhibiteurs de la résorption osseuse inhibant
I'activité des ostéoclastes. L'essai clinique Francais 0S2006 étudie les effets d’un

biphosphonate, I’acide zolédronique, en combinaison avec la chimiothérapie conventionnelle.
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Malgré les résultats précliniques encourageant, I'essai clinique a été arrété car le traitement
a l'acide zolédronique ne montrait pas de bénéfice en comparaison au traitement standard. Il
a été également observé une augmentation du nombre d’événements métastatique et une

réduction de la survie globale des patients?’.

Enfin, il existe des essais cliniques visant spécifiguement le microenvironnement immunitaire.
En France, I'essai clinique SARCOME13 ou bien 0S2016 évalue la combinaison d’une
chimiothérapie adjuvante et du MEPACT® (Mifamurtide) chez des patients ayant un mauvais
pronostic (mauvaise réponse a la premiéere chimiothérapie ou présentant des métastases au
diagnostic). Cette molécule vise a stimuler I'activité monocytaire et macrophagique qui sont

facteurs de bon pronostic dans I'ostéosarcome®?.
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Il.Voie de signalisation Hippo

A. Historique

La voie de signalisation Hippo a été découverte au tournant du 21°™e siécle, dépeinte
comme une voie de régulation de la croissance des tissus chez la drosophile. L’équipe de Noll
& Bryant* en 1995 et celle Stewart & Yu*? la méme année ont montré des croissances
aberrantes et massives des tissus sur des drosophiles ayant une perte de |'expression de la
protéine Wst. C'est le début d’'une vague massive d’études menées sur différents acteurs de
cette voie de signalisation. Au début des années 2000, les protéines Salvador, Hippo et Mob
sont découvertes.***® Une caractérisation fonctionnelle et biochimique de la voie de
signalisation « Salvador-Warts-Hippo » est établie?’*, c’est une cascade de phosphorylations
par des protéines kinases dans laquelle Hpo phosphoryle et active Wts qui a son tour réprime
la transcription de génes cibles, probablement via un régulateur de la transcription alors
inconnu a cette époque. Apreés ces révélations en 2003 par I’équipe de Duojin Pan, la protéine
Yorkie est identifiée, c’est le coactivateur de facteur de transcription et cible directe de Wits,
suivie de la découverte de Scalloped, le facteur de transcription partenaire de Yorkie, dernier

élément manquant régulant la transcription de génes cibles**=1.

Des homologues des composants de la voie Hippo chez les mammiféres comme le
coactivateur de facteur de transcription Yes-associated protein (YAP) ont été découverts dans
les années 1990°2, avant méme la caractérisation fonctionnelle de la voie chez la drosophile.
Néanmoins, les études sur les drosophiles ont été étendues aux mammiféres, dessinant la voie

de signalisation Hippo décrite par I’équipe de Duojia Pan en 20074°>3,

Une dizaine d’années de recherches intenses ont étendu la cascade de
phosphorylation Hippo en un réseau de signalisation complexe, la reliant a différents signaux
extracellulaires tel que I'adhésion cellulaire, la polarité ou bien des contraintes mécaniques.
Des études récentes ont davantage impliqué la voie Hippo dans diverses processus
physiologiques et d’autres pathologies, tel que la régulation de la différenciation des cellules

souches, la régénération tissulaire mais aussi I'immunité ou bien le cancer.
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Figure 7 : Frise chronologique depuis la découverte de la voie de signalisation Hippo
chez les mammiféeres jusqu’a aujourd’hui

B. Composants de la voie de signalisation Hippo chez les mammiféres

1) Composants de la cascade de signalisation

Le corps de la voie Hippo est une cascade de kinases dans laquelle la protéine
« mammalian Ste20-like kinase 1/2 » (MST1/2), phosphoryle et active la protéine « large
tumor suppressor 1/2 », (LATS1/2)%*>4, Le but de cette cascade de kinases est de restreindre
I'activité de deux coactivateurs de la transcription, « Yes-associated protein » (YAP), et «
transcriptional co-activator with PDZ-binding motif », TAZ. Quand YAP et YAZ sont non
phosphorylés, donc actifs, ils transloquent vers le noyau pour se lier a différents facteurs de
transcription, notamment aux protéines TEADs. S’active alors I'expression de différents genes

impliqués dans la prolifération cellulaire, la survie mais aussi la migration cellulaire®>’,

2) Les mécanismes activateurs des kinases

La cascade de phosphorylation est initiée par la phosphorylation la boucle d’activation
de MST1/2 sur la thréonine 183/180, entrainant une activation de MST1/2°8>°. || a été mis en
évidence que I'activation de MST1/2 peut étre achevée par une autophosphorylation de la
protéine, mais aussi par différentes kinases tels que TAO1. La protéine MST1/2 forme un
homodimére a son domaine C-terminal : Sav-Rassf-Hpo ou le domaine SARAH. Chaque sous
unité de MST1/2 peut activer 'autre sous unité en phosphorylant elle-méme la boucle
d’activation. La dimérisation de MST1/2 est modulée par deux autres protéines du complexe
SARAH : SAV1 et RASSF. SAV1 favorise I'auto-activation de MST1/2, contrairement aux
protéines de la famille RASSF qui en formant des hétérodimeres avec MST1/2 empéche son

activation.>260,61
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La protéine MST1/2 active va alors phosphoryler la protéine SAV1, homologue
de Sav chez la drosophile, et MO1A/B, qui sont deux protéines scaffold. Le role exact de la
protéine SAV1 est encore mal décrit, il a été suggéré que SAV1 peut faciliter I'interaction entre
MST1/2 et LATS1/2, ou bien recruter MST1/2 a la membrane des cellules. La protéine MO1A/B
est mieux décrite, elle favorise la signalisation en facilitant I'activité kinase de LATS1/2 et la

phosphorylation de YAP/TAZ. 6263

Un autre acteur essentiel de cette cascade de phosphorylation est la protéine
NF2/Merlin, qui interagit directement avec LATS1/2 et facilite sa phosphorylation par le
complexe MST1/2-SAV1. A son tour LATS1/2 est actif et phosphoryle YAP et TAZ sur les sérines
respectives S127 et S381, rendant ces protéines inactives. Les coactivateurs de transcription
sont séquestrés dans le cytoplasme, la protéine 14-3-3 se fixe et forme un complexe
entrainant sa dégradation par le protéasome. Quand la voie Hippo est faiblement active, YAP
non phosphorylé entre dans le noyau et conduit a I'expression de différents genes. Cependant,
YAP n’a pas de domaine intrinséque de liaison a I’ADN, et des facteurs de la transcription sont

donc indispensables pour la médiation de son activité transcriptionnelle.>%6465
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Figure 8 : Voie de signalisation Hippo chez les mammiferes.

Lorsque la voie de signalisation Hippo est active, les protéines kinases MST1/2 sont phosphorylées par Merlin, KIBRA ou TAO1-
3. MST1/2 activent les protéines LATS1/2 qui sont également stimulées par les protéines Sav1 et Rassf. LATS1/2 phosphoryle
alors la protéine YAP qui est retenu dans le cytoplasme ou dégradé par le protéasome. Lorsque la voie de signalisation Hippo
est inactive, YAP n’est pas phosphorylé et transloque au noyau ol il peut exercer son activité transcriptionnelle en se liant a

différents facteurs de transcription tels que Teads, Runx2, Smads ou bien p73.
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C. Machinerie transcriptionnelle de la voie hippo

1) Facteur de transcription TEAD, partenaire favori de YAP dans la

régulation de la transcription
Différents facteurs de transcription ont été identifiés comme partenaires de YAP,
cependant, TEAD reste le principal. La protéine TEAD est un facteur de transcription conservé
au cours de I'évolution, exprimé dans la plupart des tissus du corps humain. Un de ses réles
majeurs dans la biologie de la cellule est la régulation de la prolifération cellulaire et de
I'inhibition de contact. Contrairement a d’autres facteurs de transcription, TEAD est connu
pour étre la plupart du temps lié a I’ADN, la majorité des protéines est localisée au niveau de
la chromatine. De plus, TEAD ne peut exercer seul une activité transcriptionnelle, son activité
repose essentiellement sur sa transactivation par des protéines co-activatrice tel que YAP, ou

des protéines régulatrices telle que VGLL4. 566

Ce sont des expériences de spectrométrie de masse menées par DePamphilis ML et
son équipe®’, en 2001 puis par Song H et son équipe, en 2009%, qui ont isolé et décrit TEAD
comme partenaire de YAP pour la premiere fois. De nombreuses études ont suivi positionnant
TEAD en intermédiaire de nombreuses fonctions biologiques liées a YAP chez les mammiféres.
Premiérement, lorsque la protéine TEAD est mutée sur son site d’interaction avec YAP, la
surexpression de cette derniere n’entraine plus de phénotype de croissance aberrante. De
plus, une suppression constitutive de TEAD bloque les effets de la surexpression de YAP sur la
croissance du foie. Une seconde étude montre qu’une perte de I'expression de TEAD entraine
des phénotypes similaires a une extinction de YAP. Enfin, I'interaction entre YAP et TEAD a été
montrée dans une cohorte de patient atteint d’une maladie dégénérescente de la rétine

causée par une mutation sur TEAD empéchant son interaction avec YAP.

Des analyses in vitro et in vivo sur I'ensemble du génome des cibles de transcription
YAP et TAZ ont été effectuées par de nombreuses équipes de recherche, ce qui a permis
d'identifier leurs cibles directes, qui sont maintenant largement utilisées dans I'étude de
I'activité de la voie Hippo, tels que CTGF, CYR61, ANKRD1 et bien d’autres aidant a la définition

d’une signature génique de YAP. 51.67,69
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2) YAP en réseau avec d’autres voies de signalisation
Outre le facteur de transcription TEAD, YAP interagit avec d’autres protéines activant
I’expression de nombreux genes impliqués dans différentes fonctions biologiques tel que p73,

RUNX2 ou bien Smad3.

L'interaction entre YAP et ces différents facteurs de transcription résulte d’'une activité
cellulaire spécifique. Par exemple, YAP peut interagir avec la protéine p73 en réponse a des

dommages a ’ADN, induire I'apoptose et empécher ainsi la formation de cellules tumorales’®-

73

(a) P73

P73 est une protéine similaire a p53, connue pour son role suppresseur de tumeur.
Comme p53, p73 induit I'apoptose et le blocage du cycle cellulaire.”*’> l'interaction entre YAP
et p73 est particulierement intéressante car YAP a un role pro-apoptotique dans un contexte
de réparation de 'ADN endommagé. La zone d’interaction entre ces deux protéines a été
identifiée au niveau du domaine WW de YAP et du motif PPPY de p73. Ce complexe YAP-P73
est essentiel a la stabilisation et au maintien de p73, et permet la coactivation de la
transcription de génes pro-apoptotiques’®’’. Cette chaine d’événement est une des
principales voies « suppresseur de tumeurs » dans les cancers hématologiques. Dans ces
cancers, I'expression de YAP est diminuée, empéchant la stabilisation et I'activation de

p73_69,71,74

(b)  RUNX
Les membres de la famille des protéines RUNX sont des facteurs de transcription se
liant avec I'ADN, ils sont considérés comme régulateurs majeurs du développement. Dans
cette famille on retrouve notamment RUNX2 qui régule I'ostéogenése.’®7? ’interaction entre
YAP et RUNX2 a été identifiée la premiére fois par Yagi et al, et les régions d’interactions sont
largement décrites. De nombreux travaux montrent que le complexe YAP/RUNX2 joue un réle

déterminant dans I’expression de génes régulant la formation du squelette. 5980-82

(c) Wnt/bcatenine
La voie de Wnt/Bcaténine joue un réle majeur dans la fibrogénése et la carcinogénése.
Cette voie de signalisation est trés active dans les cellules épithéliales et les fibroblastes, de

plus elle contribue a la prolifération et a I'activité migratoire dans plusieurs organes tels que

-23-



INTRODUCTION Il. Voie de signalisation Hippo

les poumons, les reins etc... L'inhibition de la voie de signalisation Wnt par une petite
molécule, I'lCG-001, reverse la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris.
Une perturbation de la signalisation médiée par Wnt est souvent retrouvée dans les cellules
cancéreuses, des mutations génétiques des composants de la voie Wnt sont fréquemment
observées dans de nombreux cancers. En I'absence du ligand Wnt, la Bcaténine, principal
effecteur de la voie, est séquestrée dans un complexe cytoplasmique composé de la protéine
scaffold Axin et d’autres composant tels que APC, GSK3 et CK1. Ce processus entraine la
phosphorylation et la dégradation de la Bcaténine par le protéasome. En présence du ligand
Whnt, le complexe de destruction est dissocié, la Bcaténine est stabilisée, transloque au noyau
ou elle s"accumule. La Bcaténine agit en coactivateur de la transcription en se liant au facteur

de transcription TCF/LEF qui lui-méme active la transcription de génes cibles.8384

Les voies de signalisation Hippo et Wnt/Bcaténine sont étroitement liées, cependant

les interactions entre les deux voies sont complexes et restent encore a explorer.

Une premiere hypothese est posée en 2012, Rosenbluh et al suggérent I'existence d’'un
complexe entre YAP-YES1-et la Bcaténine qui activerait la transcription en se liant au facteur
de transcription TBX5. Ce complexe transcriptionnel stimulerait I’expression de génes comme
BCL2L1 et BIRC5 qui favorisent la survie des cellules tumorales. Dans cette étude, YAP
n’augmente pas l'activité transcriptionnelle médiée par TCF4, le partenaire classique de la
Bcaténine. Cependant l'inverse a été montré dans des cellules cardiaques et intestinales

murines 886,

Néanmoins, les résultats d’Attisano et son équipe portent a croire que lorsque TAZ est
dans le cytoplasme, la protéine régule la voie Wnt par I'inhibition de la phosphorylation de
DVL par CK18/¢, qui habituellement provoque la destruction du complexe de dégradation de

la Bcaténine et son accumulation au noyau. &’

Azzolin et al montrent que la Bcaténine permet de stabiliser TAZ. Lorsque Wnt se lie a son
récepteur, la Bcaténine active entraine TAZ au noyau et augmente ainsi la transcription de
geénes cibles.®® Plus tard, la méme équipe montre que les protéines YAP/TAZ sont des
composants majeurs du complexe de dégradation de la Bcaténine. Dans leur hypothese,
lorsque la voie Wnt est inactive, la fcaténine est séquestrée dans le complexe de dégradation

avec YAP/TAZ. Le traitement avec un ligand Wnt occasionne un rapide relargage de YAP/TAZ
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qui transloque au noyau et exerce son activité co-transcriptionnelle. YAP/TAZ serait donc
régulé par le complexe de dégradation de la Bcaténine dans les cellules dont la voie Wnt est
inactive, de plus ces protéines joueraient un role essentiel dans la dégradation de la Bcaténine

en recrutant la protéine b-TrCP%.

Enfin une derniére étude publiée en 2015 par Kun-Liang Guan et son équipe propose une
autre hypothése : une voie non canonique de Wnt médiée par le ligand Wnt5a active les
protéines YAP/TAZ, ce qui engendre linhibition de la voie canonique de Wnt par la

transcription de DKK1, un inhibiteur compétitif de Wnt3a *°.

Ensembles, ces résultats contradictoires suggérent que la fonction transcriptionnelle
du complexe YAP/TAZ/Bcaténine n’est pas encore bien comprise et semble dépendre d’un

contexte cellulaire bien spécifique et de I'interaction avec d’autres voies de signalisation.

(d) TGF-8/smads

Les cytokines appartenant a la superfamille du TGF-B sont des facteurs de croissance a
I'origine de nombreux processus physiologiques tels que la pluripotence des cellules souches,
la prolifération cellulaire mais aussi la différenciation. Chez les humains, plus de 30 membres
de la superfamille du TGF-p ont été recensés, incluant les TGF-Bs, les activines, les inhibines,
nodal, les facteurs de croissance et de différenciation (GDFs) et les BMPs (bone
morphogenetic proteins). Le TGF-B1 est la plus abondante des isoformes des TGF-Bs et est
stocké dans la MEC avec des peptides LAPS et des protéines se liant au TGF-B (LTBPs).
Ensemble ils forment un complexe appelé le large complexe lattant (LLC). A la suite de sa
libération de la MEC par différents processus protéolitiques, le TGF-B est activé, devenant

mature il peut agir en activant ses récepteurs.

La propagation du signal commence quand le TGF-B se lie sur son récepteur appelé
TGF-B-receptor Il (TBRII), ce qui initie la phosphorylation du récepteur de type | (TBRI). TBRI
est alors capable de lier et phosphoryler les protéines Smads, modulateurs centraux de la voie

canonique du TGF-B.

Il existe trois classes de Smads, les Smads régulateurs : (R)-Smads (Smad2 ou Smad 3),
le Smad co-activateur : (Co)-Smads (Smad4), et les Smads inhibiteurs, (I)-Smads (Smad6 ou

Smad7). Les (R)-smads sont phosphorylés par TBRI et forment un complexe avec Smad4. Ce
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complexe transloque vers le noyau et se lie a un motif spécifique sur I’ADN, CAGAC, appelé

aussi Smad-binding éléments (SBE), et régule ainsi la transcription de nombreux génes cibles.?!

Le TGF-B est impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques essentielles au
développement, telles que le développement embryonnaire et I’'homéostasie cellulaire. Cette
cytokine est connue pour son réle dans le remodelage osseux, affectant a la fois la formation

osseuse et la résorption en agissant sur I'ostéoclastogenése et I'ostéoblastogenése 192794,

Un dysfonctionnement de cette voie de signalisation conduit a de nombreuses
pathologies, notamment la progression tumorale. Le réle du TGF-B dans le cancer est bivalent
et dépend du contexte dans lequel se trouve les cellules tumorales. En effet, le TGF-B peut
aussi bien avoir un role suppresseur de tumeur dans les phases précoces du développement

tumoral qu’un réle pro tumoral dans les phases tardives®>°®,

Le TGF-B a la capacité d’inhiber la prolifération cellulaire via le blocage du cycle
cellulaire et I'induction de I'apoptose, mais les cellules tumorales peuvent devenir résistantes
a ces effets antitumoraux. Le TGF-f a alors un effet promoteur de 'EMT, de I'invasion et de la

dissémination métastatique sur ces cellules.®®*’

Les premieres évidences d’interaction fonctionnelles entre la voie du TGF-B et la voie
Hippo émergent avant méme la compréhension totale de la cascade de phosphorylation de Ia
voie Hippo. Le docteur Mauviel et son équipe en 2002 ont identifié pour la premiére fois YAP
comme un nouveau partenaire de Smad7.”®> Comme décrit précédemment, YAP est une
protéine ayant un domaine prototypique WW pouvant se lier a un motif PPY présent chez
certaines protéines, notamment chez Smad7. D’autres interactions peptidiques sont
cependant nécessaires pour que YAP puisse former un complexe avec Smad?7. La voie du TGF-
B utilise Smad7 pour former une boucle de rétrocontrole négative, d'une part en s’associant
avec le récepteur TBRI ce qui inhibe la phosphorylation des (R)-Smads, mais aussi en recrutant
des E3-ubiquitine ligases tel Smurfl ou Smurf2 ce qui entraine la dégradation des récepteurs
au TGF-B. En interagissant avec YAP, Smad7 présente une meilleure interaction avec TBRI et

potentialise son action inhibitrice.

En réponse a la signalisation médiée par le TGF-B, il a été démontré que YAP/TAZ en
s'associant aux complexes Smad2/3/4 dictent leur localisation intracellulaire®®. Dans des

cellules épithéliales mammaires de souris, le complexe de polarité Crumbs se lie a YAP/TAZ ce
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qui favorise la phosphorylation, la localisation cytoplasmique et l'inhibition de ces protéines.
Ce processus bloque donc la translocation au noyau du complexe Smad2/3. Dans I’hypothese
proposée, TAZ est une navette pour le complexe Smad3/4 régulant leur accumulation au
noyau. Cependant, une autre étude indique que la plupart des types cellulaires présentent
une signalisation fonctionnelle du TGF-B peu importe les conditions de culture cellulaire, a
forte ou faible densité. De plus, la localisation nucléaire de Smad3 en réponse au TGF-f se
produit indépendamment des niveaux de YAP ou de TAZ. Ces données suggerent que
I'inhibition de la signalisation médiée par le TGF-B via la densité cellulaire est limitée aux
cellules épithéliales polarisées et refléte plutét la distribution polarisée des récepteurs du TGF-

B que les niveaux d’expression de YAP/TAZ.%°

Fujij et al ont mis en évidence une convergence entre la voie des Smads et la voie Hippo
dans le contexte de la régulation transcriptionnelle de la protéine « gene encoding connective

growth factor », CTGF.100

De maniére similaire, Hiemer et al révelent que TEAD peut se lier a Smad2/3 dans le
noyau et régule directement I'expression de génes cible tels qgue NEGR1 et UCAL1. Enfin, dans
des cellules tumorales de mésothéliome ayant des défauts de signalisation de la voie Hippo,
des complexe YAP-TEAD-SMAD-p300 se forment et induisent I’expression de différents genes
cibles. Cela a été confirmé par une autre étude dans laquelle le TGF-f stimule la formation de

complexe YAP/TAZ/Smad2/3 dans des kératinocytes. 01103

En plus de l'interaction directe entre YAP/TAZ/Smads, les régulateurs négatifs de la
signalisation médiée par le TGF-B/Smad, Ski et SnoN, affectent également I'activité
transcriptionnelle de YAP/TAZ en se liant directement aux principaux effecteurs de la voie
Hippo. Ski se lie notamment a Lats2, Sav, NF2 et Mob et augmente |'affinité de l'interaction
Lats2/Savl pour renforcer son activité kinase, conduisant a une augmentation de la
phosphorylation de YAP/TAZ et donc a leur accumulation et a leur dégradation

cytoplasmiquel®

Pour finir, une étude menée en 2016 par O’Neill et son équipe démontre que la
protéine scaffold RASSF1 en étant recrutée sur le récepteur au TGF-B TBRI en réponse au TGF-
B est dégradée, occasionnant I'inactivation de la voie Hippo et donc facilite la formation et Ia

translocation nucléaire du complexe YAP/Smads. 1%
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Toutes ces études indiquent I'existence d’interactions finement régulées entre la voie
de signalisation Hippo et la voie de signalisation du TGF-B, une perturbation de I'équilibre

pouvant étre a l'origine de différentes pathologies.
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Figure 9 : Machinerie transcriptionnelle de la voie de signalisation Hippo.

Lorsque la voie de signalisation Hippo est inactive, YAP est dans le noyau et interagit avec différents facteurs de transcription.
En formant un complexe avec son principal effecteur TEAD, YAP induit I'expression de génes impliqués dans la prolifération et
la croissance. Le complexe YAP/Runx2 et YAP/B-caténine initie la différenciation. Le complexe YAP/Smads induit la

prolifération cellulaire, tandis que le complexe YAP/P73 joue un réle pro-apoptotique.
D. Les régulateurs de la voie Hippo

Contrairement a d’autres voie de signalisation impliquées dans le développement,
telles que la voie Notch, Wnt, Hedghog ou la voie du TGF-B décrite précédemment, qui sont
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activées par des ligands spécifiques, les études menées les 10 derniéres années attribuent
I’activation de la voie Hippo a de nombreux signaux extracellulaires oui intracellulaires. Parmi
les plus étudiés, nous citerons la polarité et les jonctions cellulaires, I'action du cytosquelette

et des forces mécaniques, et les signaux de stress cellulaire.

1) Polarité des cellules et jonctions cellulaires
La polarité apico-basale des cellules sépare deux domaines membranaires
complémentaires : les jonctions adhérentes et les jonctions serrées. La polarité cellulaire est
reliée au controle du développement et de la croissance tissulaire en impliquant diverses voies

de signalisation.

Le domaine apical est composé de plusieurs complexes protéiques tel de Crumbs et
aPKC-PAR, le domaine basal comprends le complexe SCRIBLLE. Chez les drosophiles, dans le
domaine apical, Crb recrute la protéine Expended et Merlin (NF2 chez les mammiferes) et
induit I'activation de la signalisation Hippo en interagissant avec TAO-164106-108 Bjen que chez
les mammiféres la protéine Ex soit peu exprimée, I'implication de NF2 est bien identifiée. En
2006, une étude montre que NF2 et Ex interagissent avec deux autres protéines suppresseurs
de tumeur, Kibra et Pez, formant un complexe régulant la voie hippo dans le domaine apical
de cellules épithéliales'®. Ce complexe a été décrit dans différents contextes de
développement cellulaire par plusieurs équipes de recherche®®110111 Ces différentes études
ont amené I'hypothese de I'existence d’une niche subcellulaire dans le domaine apical ou la

voie Hippo serait trés active.

Les protéines impliquées dans les jonctions cellulaires, spécifiquement les jonctions
adhérentes, sont également des régulateurs de la voie Hippo. Les E-cadhérines sont a I'origine
du processus d’inhibition de contact dans les cellules en culture, impliquant les protéines NF2,
Kibra et LATS1/212, Les a-caténines sont également des composants majeurs des jonctions
adhérentes, elles ont un réle de liaison entre le complexe de cadhérine et le cytosquelette
d’actine. En régulant négativement I’activité de YAP |'a-cadhérine a un role suppresseur de
tumeur!®3. L’équipe de Silvis et al a montré que la suppression de I'a-cadhérine dans des
cellules souches du follicule pileux induisait un cancer de la peau associé a une localisation

nucléaire de YAP. 114
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La protéine scaffold Amot, qui se trouve au niveau des jonctions serrées, est un
régulateur essentiel de la voie de signalisation Hippo. Amot posséde des motifs de liaison
PY/PDZ permettant I'interaction avec d’autres protéines impliquées dans la polarité cellulaire
et la formation de jonctions. De plus, Zhao et al ont rapporté que ces protéines interagissent
directement avec YAP/TAZ via son motif PPXY. Ces interactions régulent négativement
YAP/TAZ en empéchant leur translocation nucléaire''®. De plus, Amot peut interagir avec les

protéines LATS1/2 et MST1/2 et favoriser leur activité kinase>-117.

Les points focaux d’adhésion régulent également la voie de signalisation Hippo via de
nombreux mécanismes incluant la suppression de NF2 médiée par ILK, et l'inhibition de

LATS1/2 par le complexe FAK-Src-PI3K.118119

En conclusion, le complexe de polarité apico-basale, les jonctions adhérentes et les
cadhérines sont des régulateurs majeurs de la voie de signalisation Hippo et inhibent la

prolifération cellulaire et la tumorigénése.

2) Forces mécaniques et cytosquelette

Les cellules sont sujettes a différents facteurs mécaniques générés par I'élasticité de la
MEC, par la force de répulsion des cellules adjacentes et par le fait que les cellules font parties
d’un organe ou d’un tissu subissant lui-méme des forces mécaniques.'?® Les signaux induits
par les forces mécaniques sont omniprésents et font partis intégrantes de toutes les cellules
du corps. De plus en plus de chercheurs s’intéressent aux effets de ces forces mécaniques
appliquées aux cellules sur des fonctions biologiques telles que la prolifération cellulaire et la
différenciation. De facon tres intéressante, les forces mécaniques associées au cytosquelette

sont un mécanisme central du contréle de I’activité de YAP/TAZ.121

En fonction du contexte dans laquelle elle se trouve, la cellule doit faire un choix entre
proliférer et se différencier. Il a été montré que lorsque la cellule peut s’étendre dans la MEC,
le cytosquelette s’adapte et prend un aspect de cellules en prolifération, entrainant la
formation de fibres de stress et I'activation de YAP/TAZ. Les effecteurs de la voie Hippo
s’accumulent au noyau et permettent la transcription de génes cibles impliqués dans la
prolifération. Au contraire, quand la cellule est dans un espace restreint, YAP/TAZ sont
séquestrés dans le cytoplasme, et les cellules s’arrétent de proliférer et initient le processus

de différenciation.1227125
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Les protéines YAP/TAZ répondent également a la modification de rigidité de la MEC.
Une MEC rigide est associée a l'activation de YAP/TAZ au noyau, tandis qu’une matrice plus

souple est plutdt associée a la séquestration cytoplasmique de ces protéines!?3126.127

Pour donner un exemple fonctionnel, les MSC peuvent se différencier en types
cellulaires différents en fonction de la rigidité de la MEC. Une forte rigidité, et donc une
localisation nucléaire de YAP/TAZ, favorise la différenciation ostéoblastique, tandis que les

tissus mous favorisent la différenciation en d’autres types cellulaire tels que les adipocytes.

128

3) Facteurs solubles
La croissance des tissus nécessite des nutriments ainsi que des signaux hormonaux de
nature autocrine, paracrine et endocrine. On a donc longtemps imaginé que des molécules
extracellulaires tel que des hormones ou des facteurs de croissance pouvaient réguler la voie

de signalisation Hippo.

Une série d’études ont montré I'implication des récepteurs aux protéines G (GPCRs) et
leurs agonistes dans la régulation de la voie de signalisation Hippo!?°. Des molécules
extracellulaires telles que l'acide lysophosphatidique (LPA) et la sphingosine-1-phosphate
(S1P) activent et stabilisent YAP/TAZ via leurs récepteurs respectifs LPAR et S1IPR. De maniere
intéressante, les différentes protéines G ont des effets opposés sur la régulation de I'activité
Hippo, les protéines Gall, Gal2, Gal3, Gai, Gap et Gaqg sont des protéines activatrices, tandis
que les protéines Gas inhibent I'activité de YAP/TAZ. La GTPase Rho est activée par des
protéines Gal2/13 et Gag/11, entrainant la polymérisation de I'actine ce qui dérégule
I’activité kinase de LATS1/2, tandis que la protéine Gas augmente son activité3°, Une forte
expression de GPCRs ou bien des mutations des protéines Ga entrainent une activation

anormale de YAP associée a de nombreuses pathologies0%131-133,

4) Signaux de stress cellulaires
Les premieres fonctions biologiques de la voie Hippo mises en évidences sont la
régulation de la prolifération, la survie, et la différenciation cellulaire, par conséquent de
nombreux signaux de stress peuvent moduler I'activité YAP/TAZ. Cependant, ce n’est que trés
récemment que I'on a caractérisé ces signaux de stress comprenant entre autres le stress

oxydatif, I'hypoxie et le stress de déficit énergétique.

-31-



INTRODUCTION Il. Voie de signalisation Hippo

L’homéostasie énergétique d’une cellule est maintenue grace au ratio AMP/ATP qui
peut réguler l'activité d’une kinase, I'AMP-activated protein kinase (AMPK). L’AMPK
phosphoryle la protéine AMOTL qui a son tour active la kinase LATS1/2, elle peut également

phosphoryler directement YAP et 'empécher d’exercer son activité transcriptionnelle34-136,

L’hypoxie semble activer YAP/TAZ via le recrutement de I'E3 ubiquitine ligase qui

empéche LATS1/2 d’exercer son activité kinase.'3’

Enfin, le stress oxydatif a role bivalent : d’'un c6té les kinases MST1/2 sont activées par
le peroxyde d’hydrogene et donc inhibe I'activité de YAP/TAZ, et d’un autre c6té, YAP peut
interagir directement avec le facteur de transcription FOXO1 et activer la transcription de

différents génes réduisant le stress oxydatif tel que la catalase®32.
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Figure 10 : Mécanismes régulateurs de la voie de signalisation Hippo.

La polarité apico-basale, les forces mécaniques, les facteurs solubles et les signaux de stress peuvent réguler I'activité

transcriptionnelle de la voie de signalisation Hippo.
E. Implication de la voie Hippo dans le développement

La voie de signalisation Hippo a d’abord été décrite pour son implication dans le
controéle de la taille des organes chez la drosophile, puis, suite aux nombreuses études menées
ces dernieres années, sa fonction a été étendue a d’autres processus biologiques

indispensables au développement.
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1) Développement embryonnaire
Les premieres études de KO YAP chez des souris ont dévoilé son role majeur dans le
développement embryonnaire, particulierement a un stade précoce. Les embryons de souris
KO YAP meurent 8,5 jours apres implantation, ils sont caractérisés par une petite taille, des

défauts de morphogénése neurale, de vascularisation et d’autres malformations®*13°

Chez les mammiféres, la premiére étape du développement embryonnaire est la
formation du trophectoderme (TE) et de la masse cellulaire interne (ICM) lors la phase de
préimplantation de I'embryon. Le TE est composé des cellules externes du blastocyte et est a
I'origine des cellules extra-embryonnaires, tandis que I'ICM est a I'origine de I'embryon lui-
méme. La polarité cellulaire est essentielle a la formation du TE et de I'ICM, les cellules
apolaires formant I'lCM tandis que les cellules polaires forment le TE. Des le stade de 16
cellules, YAP/TAZ a une localisation subcellulaire différente entre les cellules polaires et
apolaires, ce qui entraine une signature génique différente entre le TE et I'ICM comme le
génes Cdx2 plus exprimé dans le TE>*. Ces résultats sont confirmés par des souris KO TEAD

pour lesquelles les embryons sont incapables de former le TE40-143,

2) Controle de la taille des organes

Le contréle de la taille des organes est la fonction biologique la plus connue de la voie
de signalisation Hippo. Chez la drosophile, des mutations sur les kinases composant la voie
Hippo engendrent des organes de taille aberrante, tels que les yeux et les ailes. Les effets de
la voie Hippo sur le contrdle de la taille des organes sont trés conservés chez les mammiféeres
et sont décrit dans de nombreuses études chez la souris. Pour citer un exemple, la
surexpression d’une protéine YAP inductible dans le foie de souris peut engendrer une
croissance anormale de l'organe, qui retourne a un état normal aprés l'arrét de

I'induction>3:144.145,

Cependant, tous les organes n’ont pas la méme sensibilité a I'activité de la voie Hippo.
L’inhibition de la kinase Mst1/2 entraine une prolifération aberrante de certains organes tels
que le foie, le coeur, I'estomac et la rate mais pas dans les reins ni les poumons. Un KO de YAP

dans le foie d’une souris entraine un défaut de production de bile mais pas de défaut de
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croissance de I'organe. De plus, un défaut d’expression de YAP dans le des tissus mammaires

ou intestinaux n’ont pas de conséquence sur la taille ou la structure des organes46147,

Les signaux physiologiques en amont de la voie Hippo impliqués dans la régulation de
la taille des organes ne sont pas encore tous identifiés. Cependant les forces mécaniques et
les tensions peuvent étre modifiées lors de la croissance d’un organe et inhiber I'activité de

YAP/TAZ, notamment lorsque I'organe a atteint sa taille finale.

3) Régénération tissulaire
L'activité de YAP/TAZ a également un rble dans la régénération tissulaire. Les
premiéres études menées chez les mammiféres ont montré I'implication de YAP/TAZ dans la
régénération du foie aprés une ablation : les hépatocytes ont une capacité de régénération
trés rapide, lors de ce processus I'activité de YAP est nécessaire*®151, YAP a été ensuite décrit

dans les processus de régénération d’autres tissus tels que le tissu cardiague ou mammaire!>?-

154

4) Remodelage osseux
De plus en plus de preuves soulignent I'importance de la voie Hippo dans le maintien
de la balance entre I'ostéoblastogenése et I'ostéoclastogenése pendant le processus de
remodelage osseux. Les ostéoclastes et ostéoblastes sont régulés par différentes voies de

signalisation notamment la voie Wnt/B-caténine, NF-kB et la voie du TGF-B*.

En 2015, une étude publiée par Lee et son équipe affirme que MST2 affecte le
développement des ostéoclastes et ostéoblastes via l'interaction de la voie Hippo avec
d’autres voie de signalisation®>®. Aprés avoir éteint I'expression de MST2 chez des souris, ils
observent des défauts de développement osseux, menant a I’hypotheése que MST2 régule la
maturation des ostéoclastes via son interaction avec la voie NF-kB. En effet le ligand au
récepteur de la voie NF-kB (RANKL), est indispensable au développement des ostéoclastes. Il
active le facteur de transcription NFATC1 et induit I'expression de génes cibles pro-
ostéoclastes tels que Oscar et Acp5. MST2 intervient en inhibant I'activité de RANKL ce qui
régule la balance formation osseuse/destruction osseuse. MST2 est également impliqué dans
I’ostéoblastogenése en induisant I'expression de RUNX2 qui lui-méme active la transcription
de génes pro-ostéoblastes'®. Dans une étude publiée récemment, I'expression de RUNX2

dans les ostéoblastes serait dépendant de Glut-1, suggérant un role majeur du glucose dans

-35-



INTRODUCTION Il. Voie de signalisation Hippo

la régulation du remodelage osseux par MST1/2. YAP1 module I'ossification pendant le
remodelage osseux via son implication dans la différenciation des chondrocytes. SOX6 qui est
un facteur de transcription essentiel dans la chondrogenese est un gene cible du complexe

YAP1/TEAD®®,

Comme décrit précédemment, la voie Hippo est étroitement liée avec la voie
Whnt/Bcaténine trés connue pour son réle majeur dans la régulation du remodelage osseux.
L'activité de YAP1 serait capable de moduler la signalisation médiée par Wnt dans le cadre de

la différenciation chondrocytaire®®’.

Enfin, en 2016 Tang et al suggérent I'importance des protéines Snail et Slug dans le
maintien de I’homéostasie osseuse en formant un complexe avec YAP/TAZ. Lors de
I'ostéogenése, un complexe composé de YAP/TAZ, Slug et Snail se forme dans les cellules
stromales et les progéniteurs osseux empéchant la phosphorylation de YAP/TAZ. De plus, Snail
et slug pourraient favoriser l'interaction de TAZ avec RUNX2 pour stimuler I'expression de

génes cibles tels que OSX, OCN et COL1A 1 favorisant 'ostéogenése. 1°8

F. Pathologies associées a la voie Hippo

1) Fibrose

Lorsque les organes subissent des lésions de facon répétée, les mécanismes de
réparation des tissus peuvent conduire a un dysfonctionnement des cellules environnantes.
Les cellules épithéliales sécrétent de nombreuses cytokines, chimiokines et facteurs de
croissances pouvant induire I'accumulation de fibroblastes qui deviennent alors des
myofibroblastes. La fibrose est une lésion dans organe ou un tissu, caractérisée par la
production anormale de MEC par des myofibroblastes. Ces cellules produisent
essentiellement des collagenes de types | et lll mais également de la fibronectine et des
laminines. L'équilibre entre la production et la destruction de la matrice est assurée par
d’autres protéines telles que les métalloprotéases qui détruisent les composant de la MEC.
Lorsque I'équilibre entre destruction et formation de la MEC est perturbé, des Iésions de
fibroses apparaissent. De nombreux organes peuvent étre touchés par cette pathologie,
notamment le cceur et les reins pour lesquels la fibrose peut étre a l'origine de maladie

chronique gu’aucune thérapie ne peut actuellement guérirt>160
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La différenciation des myofibroblastes est initiée par des facteurs de croissances
extracellulaires, les effecteurs des voies de signalisation du TGF-B et Wnt/Bcaténine sont
particulierement impliqués dans leur différenciation. Les facteurs de croissance sont piégés
dans la MEC jusqu’a leur libération et peuvent alors se fixer aux récepteurs des cellules

induisant des signaux biochimiques décrits précédemment. 16!

Dans le passé les voies de signalisation étaient souvent isolées et étudiées selon le
méme schéma : un ligand se fixe a son récepteur et induit une cascade phosphorylation
permettant la transcription de genes cibles. Toutefois depuis quelques années cette vision de
la biologie cellulaire a changé, les cascades de phosphorylation sont plutét organisées en
réseaux complexes pouvant étre a l'origine de pathologies telles que la fibrose. Différentes
approches moléculaires associées a des études in vivo ont permis d’établir un lien entre la voie

de signalisation Hippo avec la voie du TGF-B et la voie Wnt dans la fibrose60:162.163 |

Dans I'exemple de la fibrose pulmonaire, qui est une maladie chronique de mauvais
pronostic, I'exces de MEC et la contraction des fibroblastes contribuent a diminuer la capacité
respiratoire. Liu et son équipe ont montré que chez ces patients, YAP est fortement exprimé
dans les fibroblastes. En conclusion a différentes expériences in vitro et in vivo, I’"hypothese
d’une boucle d’activation entre YAP/TAZ et la MEC est proposée'®. Le complexe agit comme
un capteur de rigidité de la MEC, plus celle-ci est rigide plus YAP/TAZ est activé dans les
fibroblastes. En coopérant avec la voie du TGFB, YAP/TAZ stimule la production de facteurs

pro-fibrogéniques tels que CTGF et PAI-1. 84162

2) Cancer
Compte tenu du role essentiel de la voie Hippo dans la régulation de la taille des
organes et du développement, il n’est pas surprenant que des dysfonctionnements impliquant

cette voie de signalisation conduisent a la formation de cellules cancéreuses.

Ces dix derniéres années, un certain nombre de publications ont montré I'implication
de YAP/TAZ dans la carcinogenése et la croissance tumorale. Les tumeurs pourraient se servir
des propriétés biologiques de YAP/TAZ pour favoriser leur propre prolifération, migration, et
formation de tumeurs secondaires. Des analyses immunohistochimiques de nombreux
cancers humains suggerent une augmentation de I’activité YAP/TAZ en comparaison avec les

tissus sains. Des méta-analyses combinant plus de 20 études sur plus de 9000 tumeurs
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montrent une amplification de YAP/TAZ notamment dans les cancers des ovaires, de la téte
et de la nuque. Les cancers gastro-intestinaux et gynécologiques sont plus souvent associés a

des mutations sur les kinases inhibitrices LATS1/2 et sur NF2. 44163,164

La surexpression de YAP, associée a un niveau élevé de TEAD, est corrélée a un mauvais
pronostic et augmente les risques de résistances aux chimiothérapies dans différents
cancers'®>, Cependant, les mécanismes a I’origine des amplifications de YAP/TAZ ou bien TEAD
ne sont pas encore connus. Des études récentes suggerent la coopération entre la voie Hippo
et d’autres facteurs tels que le remodelage de la chromatine ou bien d’autre voie de
signalisation. Saladi, S.V. et al. en 2017 démontrent que I'amplification de ACTL6A et p63
augmente I'expression de YAP. Comme expliqué précédemment, d’autres voies de
signalisation agissent en réseau avec la voie de Hippo. Leur implication dans le développement
de tumeurs est souvent associée a I'inhibition des kinases inhibitrices de YAP/TAZ, notamment
PI3K qui inhibe LATS1/2, facteur de mauvais pronostic. La dérégulation et plus spécifiquement
la perte des régulateurs en amont de la voie Hippo peut étre a I'origine de la translocation
nucléaire de YAP et favoriser la prolifération des cellules tumorales. La localisation nucléaire
de YAP est fortement associée a des mutations du suppresseur de tumeur NF2 dans les
cancers du systeme nerveux. De plus, des altérations génétiques et des méthylations sur les
suppresseurs de tumeurs LATS1/2 ont été observées dans différents cancers'®®'7  Plus
rarement la dérégulation de la voie Hippo passe par la formation de protéine de fusion
aberrante, notamment la protéine de fusion TAZ-CAMTA1 retrouvée dans 90% du cancer
vasculaire. Cette protéine de fusion est constitutivement active et n’est pas régulée par les

composants de la voie Hippo. 168
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Figure 11 : La voie de signalisation Hippo a un réle oncogéne dans différents cancers
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(a) Initiation et croissance de la tumeur

La voie de signalisation Hippo a été définie a I'origine comme une voie de régulation
de la prolifération des cellules et de la taille des organes, puis de nombreuses études ont
montré son implication dans le développement de cancers. Ces études ont notamment décrit
le réle du facteur de transcription TEAD dans la progression de plusieurs tumeurs solides, en
interaction ou non avec YAP. TEAD entraine la transcription de génes cibles connus pour étre
impliqués dans la prolifération cellulaire et le maintien de ’homéostasie tissulaire. Parmi ces
génes, on retrouve en plus CYR61 et CTGF, les génes Wnt5A, DKK1, TGFB2, MYC et d’autres.
TEAD ne présente pas d’activité transcriptionnelle sans partenaire, il a besoin d'un
coactivateur, le principal étant YAP. En interagissant ensemble, le complexe YAP/TEAD
entraine I'expression des génes cités précédemment, impliqués dans la prolifération cellulaire

et anti-apoptotiques?®.

(b) Angiogeneése
L'angiogenese correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir

d’une vascularisation préexistante.

L’angiogenese est un processus tres régulé au cours du développement, ce n’est pas
surprenant qu’un déséquilibre dans la formation de nouveaux vaisseaux soit a I'origine de
pathologies, notamment le cancer. De nombreux exemples montrent la dépendance de la
croissance de la tumeur primaire et de la formation de métastases a la néovascularisation :
habituellement lorsqu’une tumeur atteint une taille d’environ 2 mm de diamétre elle ne peut
plus croitre sans nutriments apportés par la néovascularisation. En plus d’étre indispensable
a la croissance tumorale, les vaisseaux sanguins permettent aux cellules tumorales de
métastaser loin de la tumeur primaire. Les cellules tumorales qui atteignent la circulation
sanguine, migrent et prennent niche dans d’autres organes et a leur tour induisent la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. De nombreuses études suggérent que
I’'angiogenese tumorale est induite quand la croissance de la tumeur primaire cause un
déséquilibre dans le ratio des molécules pro- et anti-angiogéniques. L'augmentation de la
taille de la tumeur primaire réduit les échanges d’oxygeéne entre les cellules tumorales et le
sang, contribuant a I’activation des voies d’hypoxie. L'expression de HIF est augmentée, ce qui
a comme conséquence la surexpression des molécules pro-angiogéniques VEGF, FGF et

MMPs.170-172 De plus, d’autres études ont montré un réle majeur des voies de signalisation
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oncogenes PI3K et MAPK dans l'angiogenése en contribuant a la surexpression de ces

molécules pro-angiogéniques’2-174,

De nombreuses voies de signalisations régulent I'angiogenése, mais le facteur de
croissance VEGF-A est le facteur pro-angiogénique le plus connu. Habituellement VEGF-A
active des voies de signalisation liées a I’'angiogeneése, par exemple en augmentant la sécrétion
de MMPS ou bien de facteurs augmentant la prolifération des cellules endothéliales. Il semble
gue les signaux en amonts des facteurs pro-angiogéniques sont redondants a d’autres voies
de signalisation telles que FGFR ou PDGFR qui ont les mémes effets que VEGF-A. Les cellules
endothéliales sont sensibles a deux principaux facteurs : hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), qui
est exprimé quand le niveau d’oxygene est trés bas, et les MMPs qui sont a I'origine de la
dégradation de la matrice extracellulaire et du relargage de nombreux facteurs de croissance
ayant un impact sur la migration des cellules endothéliales. Lors des phases précoces de
I’'angiogenese, les cellules endothéliales perdent leurs jonctions avec les cellules adjacentes et
modifient leur forme pour augmenter leur motilité. En 2000, Glienke et al ont mis en évidence
la propriété des cellules endothéliales a former des néovaisseaux dans du matrigel en
culture'’>. En comparant ces cellules endothéliales sous forme de tube a des cellules
endothéliales naives, ils ont montré I'importance de différents régulateurs, notamment les
protéines CTGF, CYR61 et AMQOT2, connues pour étre des cibles transcriptionnelle de YAP.
D’autres équipes de recherche ont donc continué a étudier les réles de la voie Hippo dans
I'angiogenése, en commencant par les protéines membres de la famille AMOT : AMOT,
AMOTL1, AMOTL2. Ce sont des protéines localisées a la membrane des cellules régulant la
motilité des cellules endothéliales, et connues pour interagir avec YAP. C'est également une

cible transcriptionnelle du complexe YAP/TEAD. 11>176-179

L'imperméabilité et I'intégrité des vaisseaux sanguins sont également des facteurs
régulés lors de I'angiogenése, notamment grace au marqueur CD44 présent a la surface des
cellules endothéliales'®. CD44 peut réguler le niveau d’expression et I’activité des MMPs. Une
étude associe le marqueur CD44 a la protéine NF2, un régulateur de la voie Hippo décrit
précédemment, cependant les conséquences des interactions CD44-Hippo sur les effecteurs

YAP/TAZ ne sont pas encore totalement compris. 8!
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Le microenvironnement des cellules endothéliales est un élément essentiel a leur
régulation, notamment via les propriétés physiques de la MEC. La rigidité de la matrice
entraine en condition normale la localisation cytoplasmique de YAP. Les cellules endothéliales
sont sensibles a la modification de rigidité de la MEC : I'’équipe de Mochizuki en 2017 a utilisé
une nouvelle technique de micropatterning permettant de cultiver des cellules endothéliales
tout en les soumettant a une certaine morphologie. Lorsque les cellules sont dans un espace
restreint, YAP a une localisation cytoplasmique, tandis que lorsque les cellules sont étirées,

YAP est nucléaire et entraine la prolifération des cellules endothéliales. 123182

L'angiogenese est régulée par de multiples voies de signalisation, la principale étant le
systeme VEGF/VEGFR. Cependant, le TGF-B régule la prolifération, la différenciation et la
migration des cellules endothéliales, notamment les TGF-B1, 2 et 3. #3185 Ces cytokines
activent la transcription de génes impliqgués dans l'angiogenése via son facteur de
transcription Smad3. De nombreuses études in vivo et in vitro montrent I'importance du TGF-
B dans la formation de vaisseaux. La protéine scaffold RASS1FA serait impliquée dans la
régulation des interactions entre YAP et Smad induites par le TGF-B. Les chercheurs montrent
que lorsque RASS1FA est dégradée, I'activation de Smad en réponse au TGF-$ provoque une

translocation nucléaire de YAP/Smad10>186,

(c) Dissémination métastatique

La dissémination métastatique est définie par la migration de cellules tumorales
venant d’un tissu primaire a des sites secondaires plus ou moins éloignés. La dissémination
métastatique représente un point critique dans le traitement du cancer et est associée a un
mauvais pronostic vital. Pour étre capable de métastaser, les cellules tumorales doivent
acquérir de nouvelles capacités leur permettant d’accomplir une série d’étapes : les cellules
tumorales se détachent de la tumeur primaire, envahissent le tissu environnant et entrent
dans la circulation sanguine ou lymphatique (intravasation). Elles doivent alors s’échapper du
systeme immunitaire pour survivre en suspension dans la circulation sanguine, puis s’arrétent
a un organe distant de la tumeur primaire. Elles quittent alors la circulation sanguine par un
mécanisme d’extravasation et développent de nouvelles capacités a survivre dans un tissu

différent de la tumeur primaire.t2®

Plusieurs études ont mis en avant I'implication de la voie Hippo dans le développement
de différents cancers, c’est donc naturellement que des chercheurs ont étudié son implication

-42 -



INTRODUCTION Il. Voie de signalisation Hippo

dans la formation de métastases. Une série d’études menées depuis une dizaine d’année ont
mis en évidence I'importance de YAP dans différents mécanismes moléculaires associés a la

dissémination métastatique.

Lors des phases tardives de la tumorigénése, les cellules tumorales subissent des
changements sous I'action du microenvironnement et engendre un processus de transition
épithéliaux-mésenchymateuse (EMT). L'EMT est un processus essentiel a la dissémination
métastatique grace auquel les cellules épithéliales perdent leur polarité, perdent leur jonction
inter-cellulaire, augmentent leur motilité et leur capacité a envahir pour avoir toutes les
caractéristiques de cellules mésenchymateuses. L'EMT permet aux tumeurs de métastaser en
leur procurant des propriétés invasives. Ces évenements sont initiés par I'inhibition de la E-
Cadhérine, la dérégulation de la voie de signalisation tels que la voie Wnt et |la voie du TGF-j,
suivis de I'expression de protéines telles que la vimentine, la fibronectine et des facteurs de
transcription comme Snail, Slug et Twist. La perte de la E-cadhérine est associée a I'activité du
TGF-B dans plusieurs cancers, mais de maniere intéressante plusieurs études montrent que
d’autres voies de signalisations coopérent avec la voie du TGF-B tels que Wnt, Sonic hedgehog
ou la voie de signalisation Hippo. L'EMT est un processus réversible, les cellules tumorales sont

capables de retrouver un phénotype épithélial plus adapté a la prolifération8/:188,

De nombreux facteurs sécrétés dans le microenvironnement tumoral sont
indispensables a la mise en place de 'EMT, on retrouve le Fibroblast growth factor (FGF) et
hepatocyte growht factor (HGF). Les cytokines présentes dans le microenvironnement
tumoral sont aussi essentielles a I'EMT, notamment le TGF-B. Son rble dans 'EMT est
largement décrit dans la littérature. Les effecteurs du TGF-PB, les protéines Smads, stimulent
I’expression de facteurs de transcriptions comme SNAIL, ZEB et TWIST indispensable a I'EMT,
mais aussi les métalloprotéases MMP-2 et MMP-9 qui favorisent la migration et I'invasion
cellulaire. Le TGF-B initie également ce processus de maniere indépendante des SMADS, via
le remodelage du cytosquelette ce qui active ERK. De facon intéressante, d’autres voies de
signalisation travaillent en réseau avec la voie du TGF-f pour réguler 'EMT, telles que la voie

Wnt, la voie Sonic Hedgehog ou la voie Hippo. 183190
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Facteurs de croissance

En réponse a différents facteurs extracellulaires les cellules épithéliales perdent progressivement leurs marqueurs épithéliaux
tels que la E-cadhérine pour exprimer des marqueurs mésenchymateux comme la N-cadhérine. Les cellules changent de
morphologie pour adopter un profil allongé pro-migratoire.

Les effecteurs des différentes voies de signalisation coopérent dans le noyau des
cellules tumorales pour réguler I'expression de facteurs indispensables a I'EMT. La voie de
signalisation Wnt induit I'expression de genes contribuant a I'EMT via la B-caténine et son
facteur de transcription TCF/LEF mais aussi en coopérant avec les protéines SMADs. Par
exemple, dans les cellules épithéliales pulmonaires, la B-caténine est nécessaire a 'EMT
induite par le TGF-B et contrdle I'expression de a-SMA en interagissant avec Smad3 191193 | 3
voie du TGF-B stimule également la formation des complexes B-caténine/LEF1, ce qui

augmente I'expression des facteurs de transcription SNAIL1 et SNAIL2.

La plupart des sarcomes ont un phénotype clinique agressif, caractérisé par la présence
de métastases lors du diagnostic, associé a de nombreuses rechutes et un mauvais pronostic
vital. Les cellules tumorales sont d’origine mésenchymateuse et ont déja les caractéristiques
phénotypiques induites par I'EMT chez les cellules épithéliales et n‘ont pas cette étape a
franchir. Cependant, différentes études ont montré que I'EMT est un processus graduel
composé d’étapes intermédiaires, les cellules tumorales de sarcome peuvent subir des
changements phénotypiques similaires a 'EMT®’. Toutefois, étant des cellules d’origine

mésenchymateuses elles ne vont pas subir le processus inverse et acquérir des phénotypes
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épithéliaux, mais elles peuvent revenir a leur phénotype initial afin de moduler leurs capacités
a migrer ou proliférer. Dans les sarcomes, ce processus est appelé EMT-like, et a été décrit
notamment dans I'ostéosarcome. Les cellules tumorales d’ostéosarcome ont un niveau
d’expression de Twist plus élevé que dans un tissu sain, de plus un ostéosarcome métastatique
de haut grade montre une augmentation de I'expression de Twist comparé un ostéosarcome
non métastatique. 1% D’autres facteurs de transcription indispensables a 'EMT comme Snail-
2 sont également exprimés dans I'ostéosarcome, et corrélés a une tumeur de haut grade. Le
role du TGF-B n’est pas totalement élucidé dans le processus d’« EMT-like », cependant
plusieurs études montrent la capacité du TGF-f a induire la migration dans I'ostéosarcome.
De plus, son inhibition a I'aide de SD-208 bloque sa capacité a stimuler la migration et

I'invasion dans I’ostéosarcome190,195,196,
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Les cellules tumorales d’ostéosarcomes subissent un changement morphologique associé a I'expression de génes
mésenchymateux pour migrer et métastaser, en réponse au TGF-6.

Peu d’études expliqguent comment YAP induit I'EMT, toutefois Li et al. ont montré que
la surexpression de TAZ dans des cellules épithéliales mammaires induit I'expression de SOX2
et initie 'TEMT?®7. En 2006, Overholzer et al ont montré que la surexpression de YAP dans des
cellules épithéliales mammaires entrainaient un changement de conformation des cellules
associé a un profil d’expression lié a 'EMT®8. Cette publication a été suivie par d’autres
recherches similaires ayant les mémes conclusions dans des cellules de cholangiocarcinome,
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des cellules mammaires murines, des cellules de cancer du pancréas et d’autres types de
cancers!®, TAZ entraine la surexpression de facteurs de transcriptions essentielles a 'EMT,
tels que Snail, Slug, Twist et ZEB1 et FOX2, associée a I'augmentation de |'expression de la
vimentine, des N-Cadhérines, et des MMPs'®°, De plus, ZEB1 peut interagir directement avec
YAP pour réguler I'expression de genes cibles impliqués dans I'EMT, associés a un mauvais
pronostic vital et un risque de rechute élevél. De facon similaire, Snail et Slug forment un
complexe avec YAP pour réguler la différenciation et la division de cellules souches
squelettiques®®. KRAS stimule I’activité transcriptionnelle de YAP médiée par FOS dans un
modeéle murin de cancer du poumon, et active I'expression de genes impliqués dans le
processus d’EMT?%, Enfin, une étude trés récente propose un mécanisme par lequel YAP peut
controler 'EMT : d’abord en supprimant I'expression de E-cadhérine vie un mécanisme
dépendant de WT1, puis en augmentant 'activité de Racl qui active la migration.??! || est
important de noter que I'expression et 'activité de YAP sont elles-mémes régulées par I'EMT,
on peut alors penser a I'existence d’une boucle de rétrocontréle entre 'EMT et I'activité de

YAP.

-46 -



INTRODUCTION Il. Voie de signalisation Hippo

Rassf Savl
)
MST1/2 P
P) MOB1
LATS1/2 )
P
e ZYAP y Dégradation
—> par le
protéasome
______________ ~ ~
N
ZeB1 | Snail Slug Twist \\

(YAP ) ZEB1 FOX2 \I
_ —

Teads
\V V4

—— e ——— — — — —— — — — — —

Figure 14 : La voie de signalisation Hippo coopérent avec la voie du TGF-B/Smads
pour initier 'EMT.

TAZ interagit avec TEAD pour induire I'expression de génes mésenchymateux. YAP forme un complexe avec ZEB1 et favorise
VEMT. KRAS favorise la nucléarisation de YAP/TAZ via FOS et favorise 'EMT.

Apres avoir subi I'étape d’EMT, les cellules tumorales ont alors une morphologie plus
allongée et acquierent la capacité a migrer et envahir. La dérégulation de la voie Hippo a été
associée a plusieurs reprises a la régulation de ces deux mécanismes majeurs dans la
formation de métastases, notamment dans le cancer du sein, le gliome, et le cancer du
cb6lon?92-205 | es facteurs activant les protéines effectrices YAP et TAZ agissent la plupart du
temps au niveau des kinases régulatrices de la voies Hippo, comme |'acide lysophosphatidic
ou bien le TGF-B129206-208 | 3 plupart des cibles transcriptionnelles du YAP/TAZ-TEAD pouvant

impacter la migration ont été identifiées, on retrouve notamment CYR61 et CTGF29°-211, Les
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études publiées aujourd’hui impliquent a chaque fois le facteur de transcription TEAD dans le

processus de migration médiée par YAP.

Suis alors I'étape d’intravasation essentielle pour que les cellules tumorales rentrent
dans la circulation sanguine. Deux études publiées récemment ont impliqué YAP dans ce
processus. La perte de I'activité kinase de LATS induit I'intravasation de cellules tumorales
mammaires via YAP, les mémes résultats ont été retrouvés dans le mélanome uvéal
présentant une mutation sur GNAQ activatrice de YAP3%212, Cependant, les mécanismes

moléculaires pouvant expliquer le réle de YAP dans I'intravasation ne sont pas encore décrits.

Dans la circulation sanguine, les cellules tumorales doivent résister aux stress
mécaniques, a la surveillance des cellules immunitaires mais surtout a I’'anoikose, la mort par
apoptose causée par la perte des jonctions entre les cellules et la MEC. La voie Hippo est
connue pour son réle dans la survie cellulaire, notamment quand YAP est actif on observe une
inhibition de I'apoptose via la répression de la protéine BCL2-likel et la stimulation de la
protéine anti-apoptotique IAP?'3, En 2012 Zhao et al ont expliqué les mécanismes
moléculaires permettant a YAP de contréler la survie des cellules tumorales : ce sont les
kinases en amont de YAP, spécifiquement LATS1/2, qui régulent son activation et donc son

implication dans la survie des cellules tumorales?!4,

Enfin, I'’étape d’extravasation permet aux cellules tumorales de quitter la circulation
sanguine afin d’envahir le tissu secondaire. Sharif et al ont montré dans la souris et le zebrafish
que l'inhibition de YAP dans des cellules tumorales mammaires diminue I'extravasation et la

colonisation?®>.

Toutes ces études suggérent I'implication de YAP/TAZ dans différentes étapes du
processus métastatique en induisant I'EMT, I'intravasation et la survie des cellules tumorales.
Cependant les mécanismes moléculaires sont encore mal définis et le niveau de preuves
scientifiques de certaines études reste peu satisfaisant. De plus, la plupart des recherches se
portent sur le réle du couple YAP/TEAD dans les processus métastatiques, nous savons que la
voie Hippo agit en réseau avec d’autres voies de signalisation, notamment la voie du TGF-
connue pour étre pro-métastatique dans différents types de cancer. Il serait donc intéressant
d’étudier les mécanismes moléculaires associés a I'interaction de YAP avec d’autres facteurs

de transcription partenaires dans les différentes étapes du processus métastatique.
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Figure 15 : La voie de signalisation Hippo favorise la dissémination métastatique.
En interagissant avec son facteur de transcription TEAD, YAP favorise I’'angiogenése tumorale, 'EMT, la migration, I'invasion
et l'intravasation, inhibe I'anoikose et favorise I'extravasation pour permettre aux cellules tumorales de métastaser.

(d) Résistance aux traitements anticancers

Malgré les nombreuses améliorations dans les traitements contre le cancer ces
dernieres années, la résistance aux traitements de chimiothérapie reste un probleme majeur
et non élucidé, empéchant la rémission totale de certains patients. Les tumeurs malignes sont
complexes et les mécanismes de survie cellulaire sont multiples empéchant les traitements
actuels d’étre totalement efficace. De plus, les réponses aux agents de chimiothérapie
different d’un patient a un autre du fait de I’hétérogénéité tumorale. On distingue deux types
de mécanismes de résistance aux chimiothérapies, la résistance innée qui est intrinseque a la
cellule et la résistance acquise qui apparait aprés les traitements. Différents mécanismes sont
impliqués dans I'acquisition de la résistance, tel que les ABC transporteurs, I'amplification des
cibles thérapeutiques, I'apparition de mutations sur les cibles, des mutations sur des protéines
faisant partie de la méme voie de signalisation ou l'activation de voies de signalisation
alternatives. La résistance acquise peut avoir également pour origine des changements
épigénétiques ou une modification des interactions de la tumeur avec son

microenvironnement216-218,
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Il est essentiel de comprendre et décrypter les mécanismes moléculaires de résistance
afin d’adapter les traitements et prévenir les rechutes. Compte tenu du réle de la voie Hippo
dans la survie cellulaire, des chercheurs ont étudié son implication dans la médiation de la
résistance aux chimiothérapies les plus utilisées. Plusieurs études impliquent I'activation de
YAP dans les résistances a différentes chimiothérapies, radiothérapies, mais aussi a certaines
immunothérapies. Les mécanismes de résistance sont variés et peuvent étre causés par
I'inactivation des kinases régulatrices de la voie Hippo ou directement par I'activation des

protéines YAP et TAZ?16:219

Les altérations moléculaires sont des mécanismes majeurs dans le développement
tumoral, les études sur ce sujet se sont largement développées ces dernieres années grace
aux évolutions technologiques de séquencage a haut débit. Les chercheurs ont mis au point
des molécules ciblant des mutations récurrentes dans la progression des cellules tumorales.
L'efficacité de ces traitements varie en fonction de chaque patient et malheureusement, la
plupart finissent par développer des résistances a ces thérapies ciblées. YAP pourrait
fonctionner comme substitue a I'oncogene KRAS, la mutation la plus commune dans la plupart
des cancers. Une étude menée dans le cancer du pancréas chez la souris montre que lorsqu’on
inhibe I"'oncogéne KRAS®?C, |a tumeur régresse dans un premier temps mais la plus grande
partie des animaux rechutent. De maniére intéressante, les tumeurs en rechute ont acquis
une amplification de YAP et un niveau d’activité du complexe YAP/TEAD2 élevé, capable de
contourner I'oncogéne KRAS en augmentant I'expression de génes impliqués dans le cycle
cellulaire et dans la réplication de I’ADN?2%221, Une autre étude montre que I’activation de YAP
peut rétablir la sensibilité a KRAS dans des cellules tumorales de colon aprés avoir subi une
suppression de KRAS a I'aide de shRNAs?%, Ces données semblent confirmer que |’activation
de YAP pourrait induire la résistance aux molécules spécifiques dirigées contre la voie de

signalisation RAS.

La voie des MAPKs (RAF-MEK-ERK) est un acteur central dans la régulation de la
prolifération et la survie cellulaire, des mutations au coeur de la voie des MAPK activent la
prolifération des cellules tumorales. Les inhibiteurs de BRAF (BRAFi) et de MEK (MEKi), ont
montré leur efficacité dans le traitement des mélanomes présentant une mutation sur
BRAF?22223_ Malheureusement, la résistance acquise est un processus récurrent qui intervient

dans la majorité des cas apres une courte période de rémission. Lin et al ont récemment
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montré que YAP peut étre un médiateur a la résistance aux BRAFi et aux MEKi?%4, Les cellules
tumorales contournent les effets pro-apoptotiques médiés par les traitements BRAFi et MEKi
en utilisant YAP comme voie de survie, la suppression de YAP augmentant significativement la
sensibilité a ces molécules. De plus, il y a une augmentation du niveau d’expression de YAP
chez les patients ayant un mélanome résistant aux BRAFi??*. Enfin, une autre équipe de
recherche a confirmé ces résultats a I'aide de cellules de mélanomes rendues résistantes a
BRAF générées en administrant les inhibiteurs régulierement. Ils observent en conséquence
une accumulation de YAP au noyau en comparaison avec des cellules de mélanome naives, la
viabilité des cellules résistantes étant supérieure et dépendant de I'activité de YAP?%. Les
mutations dans la voie des MAPK sont fréquentes et existent dans de nombreux types de
cancer. La combinaison d’inhibiteurs de YAP et des inhibiteurs de la voie des MAPK pourraient

prévenir la résistance des cellules tumorales aux thérapies ciblées?2°.

Les mutations sur la protéine EGFR sont également des mécanismes oncogenes
majeurs dans le développement de certains cancers, les molécules dirigées contre cette
protéine ont montré leur efficacité. Cependant, des mécanismes de résistance inévitables
apparaissent, notamment dans le cancer du poumon??’. Des études in vitro ont montré que
des cellules tumorales pulmonaires résistantes aux inhibiteurs d’EGFR présentaient une
augmentation de I'expression de YAP et une accumulation nucléaire de cette protéine. De
plus, la surexpression de YAP diminue la sensibilité des cellules tumorales aux inhibiteurs

d’EGFR?%,

Les phénomenes de résistances n’apparaissent pas uniguement a la suite de thérapies ciblées,
mais aussi aprés des chimiothérapies plus classiques composées d’agents cytotoxiques
interférant avec la division cellulaire et la survie cellulaire. Les premiers mécanismes de
résistances aux chimiothérapies mis en évidence étaient d’ailleurs la découverte des
transporteurs ABC dans les cellules tumorales, permettant le transport des agents
cytotoxiques en dehors de la cellule?!®. L'utilisation de ces agents cytotoxiques est inévitable
pour la plupart du temps, mais le traitement n’est presque jamais curatif, les cellules
tumorales finissant par devenir résistantes résultant en I'absence de réponse aux agents de
chimiothérapies. L’absence de régulation de YAP par les kinases régulatrices de la voie Hippo
pourrait jouer un role dans la résistance aux agents cytotoxiques, notamment aux molécules

provoquant des dommages a I’ADN telles que la cisplatine, utilisée dans le traitement de
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nombreux cancers, incluant I'ostéosarcome. Trois études publiées récemment montrent que
YAP confére la résistance a la cisplatine dans le carcinome épidermoide de la cavité buccale,
carcinome a cellules transitionnelles et le cancer des ovaires?2°-231,

Enfin, YAP favoriserait la résistance aux thérapies combinées dans le carcinome hépatique via
la voie de signalisation RAC1-ROS-mTOR?32,

Ces études montrent l'implication de la voie Hippo dans le développement de
résistances aux traitements de chimiothérapie actuels, cependant les mécanismes
moléculaires a I'origine des phénomeénes de résistance restent a élucider. De plus, il existe trés
peu de molécules inhibant spécifiquement I'activité de YAP, il est alors difficile d’étudier les

effets de thérapies combinant plusieurs chimiothérapies et un inhibiteur de YAP.
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Figure 16 : La voie de signalisation Hippo participe aux mécanismes de résistance aux
agents de chimiothérapie.

YAP permet aux cellules tumorales de contourner les effets pro-apoptotiques induits par les molécules ciblant B-RAF et MEK,
en favorisant I'expression de géenes de survie. En réponse aux agents cytotoxiques causant des dommages a I’ADN, YAP/TEAD
induit I'expression de genes codant pour des transporteurs ABC permettant I'efflux des agents cytotoxiques en dehors de la
cellule tumorale.
3) Implication de la voie de signalisation Hippo dans la biologie
des sarcomes
Les sarcomes auraient pour origine, dans la plupart des cas, des progéniteurs
mésenchymateux capables de se différencier en ostéoblastes qui subissent des mutations
résultant alors en la formation de cellules cancéreuses?®3. La voie Hippo exprimée dans ces
cellules souches mésenchymateuse et dans un tissu sain permet la régulation de la
différenciation. Un dysfonctionnement au coeur de la voie de signalisation pourrait entrainer
la formation de cellules pro tumorales et le développement de cancers osseux ou sarcomes

des tissus mous234.
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Les composants de la voie de signalisation Hippo sont exprimés dans les muscles
squelettiques, les myoblastes et myotubes. YAP peut servir de co-activateur pour le facteur
de transcription PAX3, indispensable au développement musculaire?3>. Le rabdomyosarcome
est une tumeur ayant pour origine les cellules musculaires squelettiques, caractérisées par la
surexpression des protéines MYOD1 et myogenin. Les premieres évidences de déreglement
au sein de la voie Hippo dans le rabdomyosarcome sont apparues en 2014, notamment dans
une étude publiée par Fernando D. Camargo et son équipe : YAP est fortement exprimée chez
des patients atteint de rabdomyosarcome, de plus, la surexpression de cette protéine

augmente la prolifération cellulaire in vitro dans des cellules tumorales?36:237,

Dans le sarcome d’Ewing, la tumeur osseuse maligne la plus fréquente chez les enfants
de moins de 15 ans, une étude in vitro a montré une forte expression de YAP associée a
I’expression de la protéine pro-oncogéne BMI-1238-240 De plus, une étude clinique a montré
une localisation trés nucléaire de YAP dans des biopsies de certains patients atteints de
sarcome d’Ewing, sans pour autant avoir un impact sur le pronostic vital. Les quelques études
publiées a ce sujet suggerent un faible impact de YAP dans le diagnostic du sarcome d’Ewing,

cependant la thématique reste encore peu étudiée?*?,

La voie Hippo et ses effecteurs régulent aussi la prolifération et maturation des
ostéoblastes, une perturbation au cceur de la cascade de kinase pourrait étre a I'origine de la
formation de tumeur, notamment de cellules d’ostéosarcome. Encore une fois, peu d’équipes
de recherche travaillent sur ce sujet, mais quelques publications soulignent I'implication de la
voie Hippo dans la survie et la prolifération des cellules d’ostéosarcome. Deux études
pertinentes ont notamment décrit deux mécanismes moléculaires pouvant expliquer le réle
de la voie Hippo dans I'ostéosarcome. En 2014, un article publié par LH Chan et al. Explique
comment Hedgehog a un role oncogéne dans I'ostéosarcome via |'activation de YAP1. La
méme année, Claudio Basilico et son équipe ont mis en évidence l'interférence de Sox2 dans

la cascade de phosphorylation Hippo, entrainant une augmentation de I'activité de YAP242243,

Ces recherches sont confirmées grace a des analyse immunohistochimique de biopsies
de patients atteints d’ostéosarcome dans deux études publiées en 2016 par Bouvier et al. YAP
est fortement exprimé dans I'ostéosarcome par rapport au tissu environnant la tumeur, et

surtout sa localisation est principalement nucléaire. Le niveau d’expression de YAP est corrélé
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a la survie des patients, ce qui peut étre un facteur permettant d’établir le pronostic vital lors

du diagnostic®®.

G. Molécules et inhibiteurs chimiques ciblant la voie hippo

Etant donné son role critique dans de nombreuses pathologies, cibler la voie de
signalisation Hippo semble étre une approche thérapeutique intéressante notamment en
cancérologie. La plupart des inhibiteurs se concentrent sur l'inhibition de I'interaction YAP-

TEAD, mais d’autres molécules inhibitrices des régulateurs en amont de YAP ont été testées?*4,

La molécule la plus communément utilisée est la verteporfine. C'est une molécule
dérivée de benzoporphyrine déja utilisée en clinique dans le traitement de la dégénérescence
maculaire liée a I'age par thérapie photo dynamique. Liu-Chittenden et al. ont identifié 71
molécules inhibant I'activité de TEAD dans des HEK293. Parmi ces 71 composants, trois
molécules membres de la famille des porphyrines ont montré une forte capacité a inhiber
I’activité transcriptionnelle de YAP/TEAD. La verteporfine a été sélectionnée parmi ces
molécules pour tester les effets de I'inhibition de YAP. Son efficacité a été prouvée pour

inhiber la croissance exagérée du foie aprés avoir surexprimé YAP dans cet organe?%.

Depuis la découverte de la verteporfine en 2014, plusieurs études I'ont utilisé in vitro
et in vivo comme inhibiteur pharmacologique. La molécule inhibe la prolifération cellulaire in
vitro et in vivo dans plusieurs modeéles de carcinomes, notamment en inhibant I’expression de
facteurs oncogénes tel que c-myc ou certaines cyclines?*®?47, La verteporfine ralentit le cycle
cellulaire de cellules de rétinoblastome avec une accumulation de cellules en phase GO/G12%,
Le composé est également capable d’augmenter la mort cellulaire en augmentant I'expression
de PARP-1 clivé ou de la caspase-3 clivée, qui sont des facteurs essentiels dans le processus
de mort par apoptose?”’. Une étude a reporté I'efficacité de la verteporfine pour la re-
sensibilisation a la chimiothérapie dans des cellules tumorales résistantes?*°. Au niveau
transcriptionnel, la verteporfine entraine une perte d’expression de genes cibles de la voie
Hippo tel que Cyr6l et CTGF dans différents types cellulaires?#®2°9251 |3 plupart des
publications se focalisent sur I'inhibition de I'interaction YAP/TEAD, cependant quelques
études ont montré une baisse d’expression de YAP associée a la rétention cytoplasmique de
la protéine. Ces derniéres recherches mettent également en avant les effets non spécifiques

de la verteporfine2>22°3,
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D’autres molécules ont été identifiées, notamment le dasatinib qui est un inhibiteur
de tyrosine kinase utilisé dans le traitement de certaines leucémies myéloides chroniques. Le
dasatinib inhibe la kinase Src, ce qui perturbe la cascade JNK-LIMD1-LATS et par conséquent
inhibe la translocation nucléaire de YAP. Pour le moment, peu d’études montrent le role
essentiel de l'axe Src-YAP dans le développement tumoral, mais l'induction de Ia
phosphorylation de YAP est une approche pharmacologique a développer. Inhiber
directement l'activité de YAP reste un défi dans la recherche en cancérologie?>*2>,
Récemment, une nouvelle molécule qui inhibe les topoisomérases, I’A35, a montré une
certaine efficacité pour phosphoryler YAP sur sa sérine 127 ce qui bloque sa translocation

nucléaire?°®.

Piccolo et son équipe ont montré treés récemment l'interaction entre YAP et BRD4, une
protéine de la famille des BET. BRD4 se lie aux histones acétylées et recrute des facteurs de
transcription a 'ADN. Le JQ1 est un inhibiteur compétitif de BRD4 et diminue la quantité de

génes transcrits dépendant de YAP?>,

La voie de signalisation Hippo représente une réelle opportunité dans le traitement du
cancer. L'activation et la surexpression de YAP sont associées a la formation de cellules
tumorales et a la progression du cancer. Il n’y a malheureusement aujourd’hui aucune
molécule utilisable en clinique ciblant spécifiquement la voie Hippo. Identifier de nouveaux
composants spécifiques de la voie Hippo, et notamment de YAP, reste un enjeu pour les

sociétés pharmaceutiques.
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[1.Objectifs de la thése

La voie de signalisation Hippo est largement décrite dans les mécanismes de
développement embryonnaire ainsi que dans différentes pathologies, notamment le cancer.
Cependant, lI'implication de la voie Hippo et notamment de la protéine YAP dans le

développement des ostéosarcomes restent a élucider.

Bouvier et al.,, ont mis en évidence la présence de YAP au niveau nucléaire par
immunohistochimie sur des biopsies de patient atteint d’ostéosarcome. De maniére
intéressante I'expression élevée de YAP est corrélée avec la présence de métastases chez ces

patients?8.

A I'heure actuelle, la dissémination métastatique de I'ostéosarcome reste un enjeu

majeur dans le traitement de cette maladie et dans la recherche en cancérologie en générale.

Une meilleure compréhension des mécanismes impliquant la voie Hippo et ses
effecteurs dans la prolifération des cellules d’ostéosarcome mais aussi dans les mécanismes
de migration cellulaire pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
innovantes. Il existe trés peu de molécules ou traitement dans la recherche en cancérologie
pédiatrique, encore moins dans les sarcomes osseux. Du fait de la rareté de cette pathologie,
peu de moyens sont mis en ceuvre. En effet, ni les traitements ni la survie n’ont évolué depuis
les années 1970, époque ou la chimiothérapie néoadjuvante est venue s’ajouter a la chirurgie
résectrice des ostéosarcomes. La dissémination métastatique reste un enjeu majeur dans le
traitement des ostéosarcomes, la survie a 5 ans reste figée a 20% lorsque des métastases sont
présentes au diagnostic. C'est pourquoi identifier de nouvelles cibles thérapeutiques visant a
la fois la croissance de la tumeur primaire et les métastases pour majorité pulmonaire est

essentiel dans le traitement de cette maladie.

L'objectif majeur est d’approfondir les connaissances sur I'implication de la voie de

signalisation Hippo et particulierement YAP dans le développement de I'ostéosarcome.

Dans une premiere partie présentée sous forme d’article scientifique, nous avons
établi différentes stratégies moléculaires et pharmacologique pour identifier d’'une part le role
de YAP dans la croissance de la tumeur primaire, et d’autre part son réle dans le

développement des métastases pulmonaires.
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Nous avons généré des cellules d’ostéosarcome surexprimant deux formes mutées de
la protéine YAP : les cellules qu’'on nommera YAP-S94A, surexprimant la protéine YAP ne
pouvant interagir avec le facteur de transcription TEAD, et les cellules YAP-S127A

surexprimant la protéine YAP constitutivement active.

A I'aide de ces cellules d’ostéosarcome modifiées nous avons pu étudier le réle de
YAP, d’abord in vitro, dans les processus de prolifération et dans les processus de migration
cellulaire et dissémination métastatique. Grace a une analyse transcriptomique de
séquencage haut débit, nous nous sommes intéressés aux différents profils génétiques induits
par la surexpression de YAP dans |'ostéosarcome. Nous avons notamment exploré les
différents partenaires de YAP dans les processus de prolifération cellulaire, migration
cellulaire et d’EMT. En effet, les interactions de YAP avec d’autres facteurs de transcription
sont connus, particulierement avec Smad3, effecteur principal de la voie de signalisation du
TGF-B. Le r6le de Smad3 est connu dans la dissémination métastatique de I'ostéosarcome et

nous avons étudié I'impact de la surexpression de YAP dans ce contexte.

Nous avons poursuivi I'étude in vitro par des expériences in vivo a 'aide d’'un modéle
murin d’ostéosarcome. Nous avons suivi I’évolution de la croissance des tumeurs formées a

partir des cellules mutées ainsi que la formation de métastases pulmonaires.

Enfin nous avons étudié |'effet de la verteporfine, I'inhibiteur pharmacologique de la

voie Hippo le plus utilisé, dans la progression tumorale de |'ostéosarcome.

Dans une partie présentée sous forme de perspective, nous nous sommes intéressés
aux mécanismes de résistance a la chimiothérapie dans I'ostéosarcome, qui est un des plus
gros enjeux dans le traitement de cette maladie. Pour cela nous avons étudié les effets
synergiques d’une molécule innovante, le CA3, décrit pour ses effets inhibiteurs de YAP/TEAD,

avec les principaux agents de chimiothérapie utilisés dans le traitement de I'ostéosarcome.
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Figure 17 : Objectifs de cette étude.

1. Expression stable de différentes protéines mutées de YAP dans des cellules d’ostéosarcome KHOS. 2. Analyse de la

surexpression de YAP in vitro et in vivo dans des processus biologiques clés du développement tumorale 3. Etude de la

verteporfine dans la progression tumorale de I'ostéosarcome.
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Role centrale de YAP dans la médiation de la croissance tumorale et la
dissémination métastatique via, respectivement, TEAD et la voie de

signalisation TGF-B/Smad

Sarah Morice, Geoffroy Danieau, Mathilde Mullard, Jérome Amiaud, Régis Brion, Sarah
Renault, Robel Tesfaye, Maryne Dupuy, Benjamin Ory, Bénédicte Brounais-Le Royer, Isabelle

Corre, Anne Brouchet-Gomez, Frangoise Redini and Franck Verrecchia
Article soumis a la revue scientifique Nature communication

L'ostéosarcome est la principale tumeur osseuse primitive maligne chez les enfants et
les adolescents pour qui le pronostic reste mauvais, en particulier lorsque des métastases sont
présentes au diagnostic. L'analyse de données d'expression d'une cohorte de patients atteints
d’ostéosarcome révele une signature génique associée a la voie Hippo. De plus, des
expériences de proximity ligation assay et d’immunoprécipitation montrent I'existence
d’interaction entre YAP et TEAD, principal effecteur de la voie de signalisation Hippo, dans des

lignées cellulaires d’ostéosarcome.

Pour élucider le réle de TEAD dans le développement de |'ostéosarcome médié par
YAP, nous avons étudié les conséquences de l'activation de YAP a l'aide de vecteur
d’expression de YAP, YAPS127A (YAP constitutivement actif) et YAPS94A (protéine YAP ne

pouvant interagir avec TEAD).

Tout d'abord, des expériences in vivo et in vitro démontrent : a) le r6le crucial de TEAD
dans la prolifération cellulaire in vitro et la croissance tumorale in vivo et b) une corrélation
entre l'expression de TEAD1 et la survie des patients atteints d’ostéosarcome. Dans ce
contexte, I'analyse RNA-seq et des tests d’enrichissement génique ont identifié plus de 300
genes liés a la prolifération cellulaire qui sont significativement surexprimés dans les cellules

YAPS127A par rapport aux cellules controles et aux cellules YAPS94A.

Nous avons étudié dans un second temps les effets de la voie de signalisation Hippo

sur la dissémination métastatique de I'ostéosarcome.
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Nous avons montré une augmentation de la migration cellulaire chez les cellules
mutées KHOS-S94A et KHOS-S127A en comparaison aux cellules controles, suggérant que
I'interaction YAP/TEAD n'est pas nécessaire dans le processus de migration dans

I’ostéosarcome.

L'analyse transcriptomique de ces mémes cellules a montré un enrichissement des
génes associés a I'EMT, a la migration cellulaire et au TGF-B dans les cellules KHOS-YAPS127A
et KHOS-YAPS94A par rapport aux cellules controles, suggérant le réle facultatif de TEAD dans

ces processus biologiques.

Des expérimentations d’'immunoprécipitation et de proximity ligation assay ont
montré I'existence d’interaction entre YAP et Smad3 dans une lignée cellulaire
d’ostéosarcome indépendamment de I'interaction YAP/TEAD. Dans ce contexte, en utilisant
I'inhibiteur de TBR1, le SD-208, nous démontrons le réle de la voie de signalisation TGF-
B/smad dans la migration cellulaire et le processus de dissémination métastatique médiée par

YAP dans I'ostéosarcome.

Enfin, nous avons étudié I'effet de la verteporfine, identifiée comme un inhibiteur de
la voie de signalisation Hippo, dans la progression tumorale de l'ostéosarcome. Des
expériences in vivo ont montré que la verteporfine réduit la croissance de la tumeur primaire
et le développement des métastases pulmonaires. Des expériences in vitro ont démontré que
la verteporfine diminuait la viabilité cellulaire et inhibait 'activité transcriptionnelle médiée
par le TGF-B/Smad3 impliqué dans le processus de dissémination métastatique de

I’ostéosarcome.

Ensemble, ces résultats ont défini le réle spécifique de TEAD et Smad3 dans la
progression tumorale de I'OS, et permis I'identification de YAP comme un acteur central du
développement de I'OS. Ainsi, YAP pourrait étre une cible thérapeutique prometteuse dans

I'OS.
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Abstract

Aberrant YAP expression signalling drives osteosarcoma progression and predicts a
poor prognosis. Here, we demonstrate that depending on the transcription factor to which it
will bind, YAP regulates key functions of tumor development. TEAD is crucial for YAP-driven
cell proliferation and tumor growth. Interactions with TEAD is not required for YAP-driven
osteosarcoma cell pro-migratory phenotype, EMT, cell migration and osteosarcoma lung
metastases development. Regardless its ability to bind TEAD, YAP interacts with Smad3,
stimulates Smad3 transcriptional activity and therefore enhances the ability of TGF-B to
stimulate cell migration and lung metastases dissemination. Together we identify YAP as a
central actor in mediating primary tumor growth and metastatic process via respectively TEAD

and TGF-B/Smad cascades.
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Introduction

Osteosarcoma (0S) is the most common primary malignant bone tumor and the third
most common cancer in children and adolescents 2°%260, The diagnosis of OS is based on
clinical and radiological examinations, and histological evaluation of biopsies 2°%. 0S commonly
originates in the metaphysis of long bones and is characterized by the production of osteoid
matrix by mesenchymal cells?>°. Although some predisposing genetic factors such as p53

mutations have been identified 22, the exact etiology of this disease remains unknown 260263,

Despite the introduction of neoadjuvant and adjuvant chemotherapy following surgical
tumor resection, the metastatic relapse or recurrent conditions remains unchanged over the
last four decades 264, The presence of metastases at diagnosis remains the main cause of death
in OS patients with approximately a 5-year survival rate of 20% compared to 70-75% for
patients with localized disease 260261265 Unfortunately, whereas only 15 to 20% of patients
have clinically detectable lung metastases at diagnosis, it is suspected that 80 to 90% of them
have undetectable micrometastases 26¢. Therefore, a better understanding of osteosarcoma

biology is required to treat metastatic OS.

The highly conserved Hippo signaling pathway, originally identified as potent growth-
suppressive signaling pathway in Drosophila 2%7, is activated by a variety of signals such as cell-
cell interactions and plays a critical role in the regulation of many cellular processes such as
cell proliferation, apoptosis, migration and differentiation 267-26°, The intracellular factors of
the canonical Hippo signaling pathway are mainly composed of mammalian Ste20-like kinases
1/2 (MST1/2), large tumor suppressor 1/2 (LATS1/2), yes associated protein (YAP) and its

paralog TAZ. Following the activation of the Hippo signaling pathway, activated MST1/2
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proteins phosphorylate and activate LATS1/2 factors which, in turn, phosphorylate YAP/TAZ
factors, resulting in the inhibition of YAP/TAZ activity. Of note, the phosphorylation of YAP on
Ser127 allows its binding with the 14-3-3 protein, leading to its cytoplasmic sequestration and
its degradation via the ubiquitin-proteasome pathway 27°. When the Hippo signaling pathway
is not activated, YAP or TAZ are not phosphorylated and can thus translocate into the nucleus
where they act as co-transcriptional factors. The primary DNA-binding partners of YAP are
TEA-domain DNA-binding transcription factor 1-4 (TEAD1-4) proteins able to regulate target
genes that control essential cellular process including proliferation, differentiation and

apoptosis 271272,

Accumulating evidence has shown that disruption of the Hippo signaling pathway or
abnormal activation of YAP/TAZ is closely associated with many diseases such as cancers
269,273-276 |n this context, YAP/TAZ have been shown to be crucial for different steps of cancer
development such as cancer initiation, progression and metastasis 2°/, and in tumors from

different organs such as lung, prostate, breast, liver, stomach, pancreas or brain 7.

Concerning primary bone tumors, tissue array analyses demonstrated a high level of YAP
protein expression in OS tumor tissues compared to surrounding non-cancerous ones 2’7 and
associated to poor prognosis 2’8. The molecular mechanisms underlying YAP overexpression
in OS seem to be complex, but evidences suggest that it could be due in large part to the stem
cell transcription factor SOX2 241, By using knockdown approaches, studies suggest that YAP
and its transcriptional factor TEAD1 participate to the control of OS cell lines proliferation
279,280 However, the molecular mechanisms by which YAP regulate both tumor growth and

lung metastatic process remain to be elucidated.
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In this work, using in vitro and in vivo approaches, we demonstrated the respective role of

TEAD1 and TGF-B/Smad3 signalling pathways in YAP-mediated OS tumor growth and
metastatic process. In addition, we observed that treatment of mice with the Hippo inhibitor

verteporfin blocks primary tumor growth as well as the development of lung metastasis.
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Results

The elevation of Hippo target genes expression in OS patients is associated with the

overall survival of patients.

To resolve outstanding questions regarding the role of Hippo signaling pathway in OS
development, we first looked for a hypothetical Hippo signature in OS patients using publicly

available databases.

Gene set enrichment analysis (GSEA) of expression data obtained by using RNAseq assays
from a cohort of OS patients comprising 15 OS samples, reveals a Hippo conserved signature
in OS samples as compared to normal bone samples from the same patient (Figure 1A, Human
Osteosarcoma vs. Matched normal tissue, and Figure S1A), suggesting an hyperactivity of the
Hippo signaling pathway in OS patients. Indeed, multiple Hippo-regulated genes are
significantly overexpressed in OS compared with bone normal tissue. These include, for
example, CYR61, THBS1, PAI-1, and BIRC5, previously described as YAP target genes in tumor
tissues (Figure 1A and Figure S1B). Consistently, YAP is overexpressed in OS samples compared
with normal tissue from the same patient (Figure 1B). Interestingly, high YAP transcripts
significantly correlate with poor survival outcome in OS patients as illustrated in the Kaplan-

Meier plot in Figure 1C.

Taken together these results highlight that the Hippo/YAP signature correlated with a poor

survival outcome in OS patients.

OS cell proliferation and in vivo OS tumor growth critically depend on YAP-TEAD

interaction

Since previous studies indicated that activation of the Hippo/YAP signaling pathway
induces tumor progression through the recruitment of YAP to DNA by the TEAD transcription
factor family, we initially began our analysis by examining the relationship between YAP and
TEAD in a panel of three human OS cell lines: HOS, MG63 and G292 cells. In situ PLA assays
clearly demonstrate that YAP and TEAD were interacting (proteins localized within 40 nm of

each other) in the nucleus of OS cell lines (Figure 2A and Figure S2A).
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In order to elucidate the role of TEAD in YAP-driven OS development, we then probed the
consequences of YAP activation able or not to interact with TEAD, using overexpression of
either YAPS127A (constitutively active, TEAD-binding YAP protein) or YAPS94A (TEAD-binding
deficient YAP protein). We first verified the expression and functionality of these mutated YAP
expression vectors in transient transfection assays. As expected, unlike YAPS127A, YAPS94A
proteins are unable to bind TEAD1 (Figure S2B) and do not induce a transcriptional response
in OS cells (Figure S2C). Using retroviral infection, we then established K-HOS clones stably
overexpressing YAPS127A, YAPS94A or empty vector (Figure 2B). As shown in Figure 2C
YAPS94A- and YAPS127A-transfected cells express high levels of YAP mRNA (left panel) and
YAP protein (right panel). In situ PLA assays demonstrate increased YAP-TEAD interactions in
the nucleus of K-HOS cells in YAPS127A cells compared to YAPS94A- or mock-transfected cells
(Figure 2D). In addition, unlike YAPS94A and mock-transfected cells, YAPS127A cells exhibit an
increased-TEAD transcriptional response as measured by luciferase reporter gene assay with

the TEAD-specific reporter construct (TEAD)s-lux (Figure 2E).

Using these OS cellular tools, we then examined the functional role of TEAD in YAP-driven
OS cell proliferation and in vivo tumor growth. Real time proliferation assays demonstrate an
increase of OS cell proliferation when YAPS127A was overexpressed compared with the ability
of OS cells to proliferate when YAPS94A or an empty vector is overexpressed (Figure 2F).
Interestingly, cell cycle analysis showed an acceleration of the cell cycle when YAPS127A was
overexpressed. Indeed, 10h after the replacement of the thymidine-containing culture
medium (able to block OS cells in the S-phase) with fresh medium, the number of OS cells in
G1 phase is significantly increased when YAPS127A is overexpressed (YAPS127A vs mock-
transfected cells and YAPS127A vs YAPS94A cells) (Figure S2D). In addition, a preclinical
experimental model of OS induced by paratibial injection of either YAPS94A-, YAPS127A- or
mock-transfected OS cells demonstrates the crucial role of TEAD in YAP-driven in vivo OS
tumor growth (Figure 2G). Indeed, 30 days after cell injection, the tumor volume is significantly
increased when TEAD-interacting YAP is overexpressed (Figure 2G, YAPS127A cells vs mock-
transfected cells and YAPS127A cells vs YAPS94A). Interestingly, the tumor volume is
significantly reduced when TEAD-binding deficient YAP is overexpressed (YAPS94A vs mock-
transfected cells and YAPS94A- vs YAPS127A-transfected cells).
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To gain more insights in the crucial role of TEAD in YAP-driven cell proliferation and tumor
growth, we then compared the RNA sequencing transcriptional profiles of YAPS127A-,
YAPS94A- or mock-transfected cells. As shown in Figures S2E-G, mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-transfected cells display distinct transcriptional profiles, with multiple genes
significantly differentially expressed. Transcriptional analysis thus identifies 1617 genes whose
expression is regulated by the overexpression of the YAP mutated proteins able to bind TEAD
(YAPS127A) or not (YAPS94A). Among them, 559 genes require the interaction between YAP
and TEAD (Figure 2H). GSEA identifies many genes related to cell proliferation (Figure 2I) that
are significantly overexpressed in YAPS127A cells (compared to mock- or YAPS94A-transfected
cells). These include genes directly involved in the control of cell cycle such as CCNA1, CCND1,
CCNB2, CCNE1 or CDC25B and cell proliferation such as Glil or AKT (Figures 2l and Figure S2H).
In contrast, in YAPS94A cells, the expression of most genes related to cell proliferation is either
not modified (such as CCNA1, CCND1, CCNB2, CCNE1 or CDC25B) (Figure 21 and Figure S2H) or
downregulated such as CDK4 for example (Figure 21). Interestingly, quantitative-PCR analysis
indicated that the expression of CCND1, glil and AKT genes by tumor cells from mice biopsies
was upregulated when YAP able to interact with TEAD was over-expressed (Figure 2J and
Figure S2I), strongly suggesting the crucial role of TEAD in YAP-driven gene expression

implicated in the regulation of both OS cell proliferation and in vivo tumor growth.

Finally, to decipher the clinical importance of the role played by TEAD in OS tumor
development, we analyzed TEAD gene expression using data extracted from the GSE99671
database?®!. Analysis of OS RNAseq data demonstrates that TEAD is overexpressed in OS
biopsies compared with control samples from the same patient (Figure 2K). Interestingly, high
TEAD transcripts significantly correlate with poor survival outcomes in OS patients as

illustrated in the Kaplan-Meier plot in Figure 2L.

Taken together, these results demonstrate: a) the crucial role of TEAD in YAP-driven cell
proliferation and in vivo tumor growth in OS cells and OS preclinical models, and b) a

correlation between the expression of TEAD and the survival outcomes of OS patients.
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Regardless of its binding to TEAD, YAP promotes pro-migratory cell phenotype and in vivo

metastatic progression

To fully understand the role played by YAP in OS progression, we next examined the
effect of YAP overexpression on pulmonary metastasis progression as depicted in Figure 3A.
Although the primary bone tumor volume is considerably reduced (Figure 2G), the
overexpression of TEAD binding-deficient YAPS94A increases the number of lung metastasis
(Figure 3B; YAPS94A- vs mock-transfected samples), suggesting that in absence of TEAD
binding, YAP is still able to stimulate metastatic development. Of note, YAPS127A over-
expression that increases the tumor volume (Figure 2G), also increases the number of lung
metastases (Figure 3B). Interestingly, analysis of OS RNAseq data demonstrates that YAP is
overexpressed in OS patients with metastases compared with OS patients without metastases

(Figure 3C).

To further corroborate the role of YAP in the metastatic process, we then compared
the morphology of YAPS127A-, YAPS94A- or mock-transfected cells by analyzing F-actin
cytoskeleton and focal adhesions, revealed by phalloidin labelling and vinculin immuno-
staining, respectively. As shown in Figure 3D, cells expressing YAP mutated proteins
(YAPS127A- or YAPS94A-transfected cells) show a similar profile of elongated cells, different
from mock-transfected cells, with increased actin stress fibers and focal adhesions at the cell
front. This phenotype is indicative of pro-migratory properties of YAP-transfected cells,

regardless of the mutated form of YAP and consequently independent of YAP/TEAD binding.

Against this background, GSEA analysis shows a statistically significant enrichment of
Focal adhesion-related genes in YAPS94A- and YAPS127A- transfected cells compared to
mock-transfected cell strongly suggesting that TEAD is not required in YAP-driven expression
of genes related to focal adhesion. These include genes coding for G-proteins such as RHOB
and RHOD, chemokine receptors such as CXCR4 or FAK stimulator such as THBS1 (Figure 3E
and Figure S3A).

The process of EMT of carcinoma exists as an EMT- “like” in tumors from mesenchymal
origin such as OS and confers to cancer cells an increased in their motility potential.
Interestingly, the expression of genes involved in EMT-“like” in OS, such as N-cadherin, Snail,

Twist2 and vimentin, is significantly increased in cells expressing YAP able or not to interact
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with TEAD (YAPS94A- or YAPS127A- cells vs mock-transfected cells, Figure 3F and Figure S3B).
To check whether the acquisition of this pro-migratory phenotype results in an increase of cell
migration, we performed real-time migration assays. As shown in Figure 3G, both YAPS94A
and YAPS127A overexpression significantly increase the ability of OS cell to migrate. In further
support, GSEA analysis revealed that YAPS127A and YAPS94A overexpression is positively
associated with genes involved in cell migration compared to mock-transfected cells, strongly
suggesting that TEAD is not required in YAP driven the expression of genes related to cell
migration. Furthermore, RT-gPCR analysis indicates that YAPS94A and YAPS127A
overexpression induces the expression of MMP-2 and MMP-9, two metalloproteinases playing
a crucial role in the cell invasion process (Figure 3l). Moreover, zymography assays
demonstrate that YAPS94A and YAPS127A overexpression strongly stimulate the enzymatic
activity of MMP-2 and MMP-9 (Figure 3J).

Taken together, these results demonstrate: a) that interaction with TEAD is not required
for YAP-driven cell migration and OS lung metastases development, and b) a correlation

between YAP expression and the presence of metastases in OS patients.
OS cell migration and in vivo metastatic process depend on YAP-Smad3 interaction

Since studies indicated that Hippo and TGF-BRESmad3 signaling pathways are known to
interact in the control of gene transcription?®? and as we previously demonstrated that the
TGF-B pathway plays a crucial role in lung metastasis development in 0S%>, we investigated
the connection between these two pathways in OS metastatic process. We first examined the
relationship between YAP and Smad3 in a panel of three human OS cell lines: HOS, MG63 and
G292 cells. In situ PLA assays clearly demonstrate an increase of nuclear YAP-Smad3
interactions in OS cell lines upon TGF-B stimulation (Figure 4A and Figure S4A). We then
studied the ability of YAP mutated protein YAPS94A, not able to interact with TEAD, to interact
with Smad3 protein. Immunoprecipitation assays clearly demonstrate interactions between
YAPS94A and Smad3 revealing that the ability of YAP to interact with TEAD is not required for
the protein-protein interaction between YAP and Smad3 (Figure 4B). Furthermore, YAPS94A
and YAPS127A both increase the ability of TGF-B to trans-activate the Smad3/4-specific

reporter construct (CAGA)qs-lux in OS cells (Figure 4C and Figure S4B).
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To elucidate a potential role of TGF-B/Smad3 signalling in YAP-driven OS metastatic
process, we then probed the consequences of the stably overexpression of the YAPS127A and
YAPS94A mutated proteins, both able to interact with Smad3, in K-HOS cells. In situ PLA assays
demonstrate an increase of TGF-B-driven YAP-Smad3 interactions in the nucleus of YAPS94A-
and YAPS127A-transfected cells compared with the number of interactions measured in mock-
transfected cells (Figure 4D). In addition, YAPS94A-transfected cells exhibit a strong increase
of TGF-B-transcriptional response as measured by transient cell transfection experiments with
the Smad3/4-specific reporter construct (CAGA)q-lux (Figure 4E). Furthermore, RT-gPCR and
zymography analyses indicate that YAPS94A and YAPS127A overexpression increases the
ability of TGF-B to stimulate MMP-2 and MMP-9 expression (Figure 4F) and activation (Figure
4G). In addition, RT-qPCR analysis indicates that YAPS94A and YAPS127A overexpression
enhances the ability of TGF-B to stimulate the expression of VEGF and PDGF, two cytokines

that play a crucial role in the angiogenesis process (Figure S4C).

GSEA analysis reveals a statistically significant enrichment of early TGF-B pathway-
regulated genes in the YAPS94A- compared to mock-transfected cells, and of delayed TGF-3
pathway-regulated genes in the YAPS94A- and YAPS127A- compared to mock-transfected
cells. These include genes of the extracellular matrix (ECM) such as COL1A1 or MMP-1 (Figure
4H, and Figures S4D and S4E). Among them, some are involved in cell adhesion such as LAMA?2
and LAMA4 and cell migration and invasion such as THSB1, MMP-2 and MMP-9 (Figure 4F,
Figures S4D and S4E).

To validate the biological relevance of our findings, we next investigated whether the
inhibition of TGF-B/Smad3 signaling pathway in OS cells could alter the capacity of YAP to
enhance lung metastases development. Therefore, we used SD208, an ALKS5 inhibitor
previously described as an inhibitor of TGF-B/Smad3 signaling pathway in OS cells*®> and
showed as expected that SD-208 efficiently blocks the ability of TGF-B to transactivate the
Smad3/4-specific reporter construct (CAGA)s-lux, and the ability of YAPS94A and YAPS127A to
increase TGF-B responsiveness (Figure S4F). Interestingly, SD-208 blocks the ability of both
YAPS94A and YAPS127A mutated proteins to increase the number of lung metastases in mice
models (Figure 4l1), demonstrating the crucial role of TGF-B/Smad3 in YAP-driven lung

metastases development.
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Finally, to reveal the clinical importance of the role played by Smad3 in OS tumor
development, we analyzed Smad3 gene expression using data extracted from the GSE21257
database. High Smad3 transcripts significantly correlate with the presence of metastases
(Figure 4J) and the poor survival outcomes in OS patients as illustrated in the Kaplan-Meier

plot in Figure 4K.

Taken together, these results demonstrate: a) that YAP interacts with Smad3
independently of its ability to interact with TEAD and stimulates the response of cells to TGF-
B, b) that the TGF-B/Smad3 signaling pathway plays a crucial role in YAP-driven OS cell
migration and in vivo lung metastases development, and c) a correlation between the
expression of Smad3 and both the presence of metastases and the survival outcomes of OS

patients.

Role of the Wnt signalling pathway in YAP-stimulation of tumor mineralisation

Analysis of mice OS biopsies issued from YAPS94A, YAPS127A-transfected K-HOS reveals a
mineralized appearance with an increase of ECM production (Figure 5A), reproducing the
clinical observations in patients, but surprisingly more in the YAPS127A mice group, which
show a greater bone tumor volume. Sirius red staining of tumors biopsies reveals that
overexpression of YAPS127A enhance the production of fibrillar collagens (Figure 5A). GSEA
analysis unveiled that YAPS94A- and YAPS127A- cells are strongly enriched in ECM related-
genes compared to mock-transfected cells (Figure 5B). These include fibrillar collagen genes
such as COL1A1, COL1A2 and COL3A1 (Figures S4D and S5A). Interestingly, RNAseq analysis
reveal that YAPS94A (not able to interact with TEAD) overexpression enhances the expression
of several ECM genes suggesting that the ability of YAP to drive the expression of ECM genes

does not depend exclusively on its interaction with TEAD (Figure 5B).

The process of bone tumor mineralization mainly depends on the expression of genes
involved in the physiological bone remodeling process. In this context, RNAseq and RT-gPCR
analysis reveal that YAPS94A overexpression enhances OPN, OPG, RANK and Runx2 (Figure 5C

and Figure S5B) expression.

Several studies describe the involvement of the Wnt signaling pathway in bone remodeling,
specifically in the differentiation of mesenchymal cells into osteoblasts able to mineralize.
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Furthermore, as studies also indicate that Hippo and Wnt signaling pathways are able to
interact in order to regulate gene expression, we next examined the role of the Wnt/BEcatenin
cascade in the ability of YAP to drive OS cells differentiation into cells able to mineralize. In
situ PLA assays demonstrate an increase of Wnt3A-induced YAP-Bcatenin interactions in the
nucleus of both YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells, as compared to mock-
transfected K-HOS cells (Figure 5D). In addition, YAPS94A and YAPS127A overexpression
enhance the ability of Wnt3a to transactivate the TCF/LEF-specific reporter construct
(TCF/LEF)s-lux (Figure 5E) demonstrating the ability of YAP to drive Wnt/Bcatenin signalling
pathway in OS cells. Interestingly, the specific inhibitor of the Wnt/Bcatenin pathway ICG-001
blocks the ability of both YAPS94A and YAPS127A mutated proteins to transactivate
(TCF/LEF)s-lux (Figure 5F). We next performed experiments to analyze the impact of mutated
YAP proteins, YAPS94A and YAPS127A, on in vitro osteoblastic differentiation assays. As shown
in Figure 5G, incubation of YAPS94A- or YAPS127A-overexpressed OS cells in monolayer
cultures with osteogenic medium over 2 weeks leads in a marked increase in mineral
deposition as revealed by Alizarin red staining in both conditions. This increase of mineral
deposition is inhibited in the presence of ICG001, suggesting that YAP stimulates the
mineralization process at least in part through its interactions with the Wnt/BRcatenin

signaling pathway (Figure 5G).

Taken together, these results demonstrate that a) YAP drives the production of ECM genes
such as fibrillar collagen, and b) Wnt/BBcatenin signaling pathway plays a role in the YAP-

driven OS mineralization process.
Verteporfin inhibits OS primary bone tumor and lung metastatic development.

To validate YAP signalling as a potential therapeutic target for OS treatment, we finally
evaluated the effect of verteporfin, a Hippo/YAP inhibitor, on bone tumor growth and lung

metastases development in the preclinical model of OS.

We first validated that verteporfin blocks the YAP/TEAD cascade as it inhibits
transactivation of the TEAD-specific reporter construct (TEAD)s-lux and the expression of
Cyr61, a target gene of YAP/TEAD (Figure 6A). In addition, experiments using the preclinical
experimental model of OS demonstrate that injection of verteporfin inhibits the OS tumor

growth in vivo (Figure 6B). Indeed, 30 days after tumor cell injection, the bone tumor volume
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is significantly decreased in mice treated with verteporfin. In this context,
immunohistochemical staining for the proliferative marker Ki67 in mice tumor biopsies shows
that verteporfin inhibits cell proliferation as compared with the untreated group (Figure 6C).
In addition, in vitro assays demonstrate that verteporfin affects the cell viability of three OS

cell lines, K-HOS, G292 and MG63 in a time and dose-dependent manners (Figure 6D).

Considering the metastatic process, the number of lung metastases is dramatically reduced
in the verteporfin-treated mice group (Figure 6E). To have a better understanding,
zymography assays demonstrate that verteporfin inhibits activation of HOS cells-secreted
MMP-2 (Figure 6F). Since we demonstrated that TGF-B/Smad3 signalling pathway plays a
crucial role in YAP-driven lung metastatic process in OS, we next examined the effect of
verteporfin on the TGF-B/Smad3 cascade. Interestingly, verteporfin decreases the ability of
TGF-B to transactivate the Smad3/4-specific reporter constructs (CAGA)s-luc and -800PAl-luc
(Figures 6G and 6H) and to increase the expression of two TGF-B/Smad3 target genes, PAI-1
and CTGF (Figure 6l).

Taken together, these results suggest that the Hippo/YAP signalling pathway could

represent a therapeutic target against OS disease.
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Tumorigenesis is a long-term and multi-stage process that most often leads to the
development of metastases. During this pathological course, two major events seem
to be crucial: primary tumor growth and metastatic development. Concerning OS, the
primary tumor grows foremost in the metaphysis of long bone and is inclined to distant
metastases, with lungs as the most common site 283284, Despite that prognosis has
been improved due to the application of chemotherapy protocols that mainly control
primary growth tumor, the five-year survival rates of patients with lung metastasis
remain dramatic 225287, Therefore, further exploration of the mechanisms underlying

both tumor growth and lung metastasis seems to be of importance.

High YAP expression and/or YAP activation have been described in several solid tumor
types and correlated with poor prognosis 2°7:27628 |t has been proposed that YAP acts as an
oncogene through activation of target genes that especially promote stimulation of
proliferation, epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), and metastases
development?’4276289  Degpite the emerging importance of YAP in many cancers, the exact
mechanisms driving key functions in cancer progression still remain to be resolved. While YAP
expression was reported in OS, the molecular mechanisms underlying tumor growth and lung

metastatic development has not been established in this pathology.

In this work, we first demonstrate that YAP is highly expressed in biopsies from OS patients
and confirm a previous study reporting that YAP expression predicts a poor prognosis in this
pathology 278. Regarding the main role of TEAD transcriptional factor in YAP-driven genes
expression, we further performed transcriptomic analysis in OS cells that identified TEAD-

independent and TEAD-dependant modulation of YAP target genes in OS.

We also demonstrate the crucial role of YAP in the control of OS cell proliferation and tumor
growth. Indeed, the overexpression of a constitutively active YAP (YAPS127A) promotes both
the in vitro proliferation of OS cells and the in vivo growth of primary bone tumor. In several
cancers, it has been demonstrated that YAP stimulates cell proliferation by mostly controlling
the expression of a broad number of cell cycle regulators or the expression of oncogenes, for
example MYC and AP-1 family members 27628 |n this work, we identify genes directly involved

in the control of cell cycle such as CCNA2, CCNB2, CCNE1 and CDC25B or involved in the
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regulation of oncogene expression such as Glil previously described as a pro-proliferation
factor and thus as a potential therapeutic target in 0S?%°. Furthermore, using overexpression
of a mutant YAP protein unable to interact with TEAD1-4 (YAPS94A), we clearly demonstrate
that the transcriptional factors TEADs are crucial in YAP-driving OS growth both in vitro and in
vivo. Reinforcing these results, TEAD1 is found highly expressed in OS patients and predicts a
poor prognosis. Altogether with the previous observation that TEAD1 plays a crucial role in
the regulation of OS cell proliferation?®, these results strongly support the hypothesis that

the YAP/TEAD axis could represent a promising target to inhibit primary OS tumor growth.

Considering that the growth of primary tumor is a first key step in tumorigenesis, the
second step is the ability of tumor cells to acquire migratory capacities to develop metastases.
In this work, overexpression of a YAP mutant protein able (YAPS127A) or not (YAPS94A) to
interact with TEAD proteins in OS cells stimulate the development of in vivo lung metastases.
A key issue of metastasis process is the EMT multi-step program promoting the migratory and
invasive properties of cancer cells?®1. During the last years, a crosstalk between the YAP
cascade and EMT transcriptional factors such as ZEB1/2, Snail/Slug and Twist has been
described in several carcinomas?’6292, Here, we clearly demonstrated that overexpression of
YAP proteins, regardless of their ability to bind TEAD, stimulates the expression of the
mesenchymal markers N-cadherin and vimentin, and the expression of the EMT
transcriptional factors Snail and twist2, suggesting that TEADs are not fully necessary for the
YAP-driving EMT-«like» process in OS. We can thus speculate that crosstalks between the YAP
cascade and other signalling pathways widely implicated in EMT, such as TGF-B/Smad and/or
Whnt/catenin cascades, drive EMT-«like» process in OS independently of YAP/TEAD
interactions'®42°3, Finally, functional assays revealed that YAP overexpression stimulates OS
cell migration and MMP-2/9 activity, two MMPs implicated in tumor metastatic process such

as in 0S** independently of TEAD binding.

Remodelling of actin cytoskeleton is clearly associated with the ability of cell to migrate and
invade. In this context, many published works reported that YAP nuclear activity is correlated
with the stability of actin cytoskeleton, mainly controlled by the RhoGTPase pathways 29>2%,
Here, we specifically demonstrate that the overexpression of YAP protein, regardless of their
ability to bind TEAD, induces an OS cell pro-migratory phenotype associated with the

expression of genes linked to both cell migration and focal adhesion assemblies such as THBS1.
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We can speculate that an important subset of YAP transcriptional program is devoted to install
a positive feedback loop that promotes actin remodelling and therefore stimulates migratory
activity in OS in accordance with previous works demonstrating that YAP regulates cell

migration by controlling focal adhesion assembly 2%772%,

We thus we clearly demonstrated that overexpression of YAP proteins, regardless of their
ability to bind TEAD, drive the ability of OS cell to migrate and thus stimulate the lung

metastatic process.

It is now widely accepted that TGF-B acts both as a tumor suppressor in premalignant
carcinoma and as a tumor promoter in advanced carcinomal®4. Regarding OS, we recently
demonstrated that TGF-B only exerts pro-tumoral activities, specifically by stimulating the
ability of OS cells to migrate and invade and thus by stimulating the development of
pulmonary metastases'®®. In this context, we made the hypothesis that YAP drives OS
metastatic process via the TGF-B/Smad3 signalling pathway. We clearly demonstrated that
blocking TGF-B/Smad3 cascade, by using the TBRI inhibitor SD-208, inhibits the ability of YAP
protein to drive lung metastases development in OS, regardless of its binding to TEAD. One of
the first studies describing the integration of YAP/TAZ and TGF-B signalling in
nucleocytoplasmic shuttling, reported that TAZ interacts with Smad2/4 and Smad3/4
complexes in epithelial cells 3%, Similar findings were observed for YAP, which forms a complex

with Smad3 in mesothelial cells 30! and in skin epithelial cells 302

. Here, we clearly
demonstrated that a YAP mutant protein not able to interact with TEAD (YAPS94A) interacts
with Smad3 and therefore stimulates Smad3/4 transcriptional activity in OS. Notably, high
levels of TEAD binding-incompetent YAP drastically enhance the ability of TGF-B to stimulate
key functions implicated in the metastatic process such as cell migration. We further
performed transcriptomic analysis in OS cells that allow to identify TEAD-independent
modulation of YAP target genes associated with early and delayed TGF-B responsiveness
including ECM genes. Interestingly, links between fibrosis and cancer via the Hippo/YAP
pathway have been reported?®22°2303 Specifically, it is clear that the TGF-B and YAP signalling
pathways work in concert to regulate ECM genes expression 282, For example, YAP deficient
fibroblasts produce less ECM compounds upon TGF-B stimulation and express lower levels of

myofibroblast markers such as ISMA as compared to normal fibroblasts3°*. Finally, interesting

observation that strongly supports the crucial role of TGF-B/Smad3 in YAP-driving metastatic
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process in OS, is that Smad3 is highly expressed in OS patients with metastases at diagnostic

and is associated with poor survival outcomes.

One of the characteristics of bone tumors such as OS is the production of ECM able to
mineralise. Here, we demonstrate that overexpression of YAP enhances the production of
ECM both at gene and protein levels. We specifically demonstrate that overexpression of a
mutant YAP protein unable to interact with TEAD (YAPS94A) stimulates the expression of
Runx2 a transcriptional factor known to be involved in the differentiation of mesenchymal
cells into functional osteoblasts 3%. As it is widely reported that the Wnt signaling pathway
regulates bone remodeling 2?3, we speculated that the Wnt/BREcatenin cascade is involved in
this process. An abundance of studies demonstrated interactions between YAP and
Wnt/BEcatenin pathways 282. Among them, it has been well established that Wnt stimulation
promotes YAP nuclear accumulation and target genes transcription 8%3% | and that YAP binds
directly B-catenin®. Here, we demonstrated that overexpression of a mutant YAP protein
unable to interact with TEAD (YAPS94A) stimulates TCF/LEF transcriptional activity, suggesting
that YAP/TEAD interactions are not required to stimulate Wnt/B-catenin cascade in OS.
Interestingly, an inhibitor of Wnt/B-catenin signaling pathway efficiently blocks the ability of
YAP to drive the differentiation of OS cells in cells able to mineralize, suggesting the crucial

role played by the Wnt/B-catenin cascade in in this process.

To validate YAP as a potential therapeutic target in OS, we finally evaluated the effect of
verteporfin on OS tumor growth and lung metastases development. Verteporfin, is a light-
activated drug used in photodynamic therapy for the treatment of choroidal neovascular
membranes 3%, We specifically demonstrate that verteporfin inhibits primary OS tumor
growth. In this context, we show that verteporfin blocks in vitro cell proliferation and to induce
in vitro cell apoptosis. In accordance with our results, verteporfin was subsequently reported
to inhibit the growth of malignant cells without light activation such as in human glioma 2*°.
In addition, we report here that verteporfin inhibits lung metastases development and
efficiently blocks the TGF-B/Smad3 transcriptional activity. Initially described as a YAP/TEAD

307 verteporfin was interestingly recently described as able to induce the

interaction inhibitor
degradation of YAP protein, demonstrating that its capacity to target the YAP cascade via
different modes of action 2°3. We can thus speculate that verteporfin inhibits OS primary

tumor growth via its ability either to block YAP/TEAD interaction or to degrade YAP protein,
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and to inhibit lung metastases development via its ability to stimulate the degradation of YAP

protein and therefore to inhibit YAP-driving TGF-B/Smad3 transcriptional activity.

The integration of several signalling pathways by a central actor within tumor cells
represents an attractive strategy to treat both tumor growth and the metastatic process. Here,
we specifically demonstrate that YAP is a central actor of both OS primary tumor growth and
lung metastases development. Indeed, we demonstrated that depending on the transcription
factor to which it will bind, YAP regulates key functions of tumor development. We propose
that 1) during the first stages of tumorigenesis, YAP binds TEAD and drives key functions
associated to primary tumor growth such as cell proliferation, and 2) during the late stages of
tumorigenesis, YAP binds Smad3 and therfore drives key functions associated to the
metastatic process, such as EMT, migration and invasion (Figure 7). We can speculate that this
process is applicable to sarcoma and carcinoma. Specifically concerning osteosarcoma, we
also demonstrated that YAP via the Wnt signalling pathway promotes the production of a

mineralized matrix.
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Legends

Figure 1: Elevation of Hippo gene expression in OS patients — Correlation between YAP

expression and overall survival of OS patients.

A: Heatmap showing color-coded expression of Hippo target genes in OS tissue and
matched normal tissue from the same OS patient following bioinformatics analysis of RNAseq
data GSE99671 (Ho et al., 2017) from a cohort of 15 OS patients. High expression (red), low

expression (blue).

B: Relative YAP gene expression in OS samples and matched normal tissues of the same

patient following bioinformatics analysis of RNAseq data GSE99671 (Ho et al., 2017).

C: Kaplan-Meier analysis of the survival outcome of patients dichotomized into high level
and low level of YAP, following analysis of the RNAseq dataset GSE42352 (Kuijjer et al., 2012)
from an OS patient cohort comprising 88 samples. Analysis was performed using R2

(http://r2.amc.nl). P value is from log-rank tests.

Figure 2: Role of TEAD in YAP-driven OS cell proliferation and in vivo OS tumor growth -

Correlation between TEAD1 gene expression and overall survival of OS patients.

A: Localization of endogenous YAP/TEAD1 complexes by in situ PLA in HOS cells. The red
signal was obtained using Alexa555-labeled hybridization oligo nucleotides targeting amplified
in situ PLA products. DAPI (blue) staining was used for nuclear visualization (left panel). Bars

indicate means + SD of three independent experiments (*p<0.05, **p<0.01 right panel).

B: Schematic representation of the experimental protocols. Briefly, K-HOS cells were stably
transfected with mock-, YAPS94A- or YAPS127A-vectors. Intramuscular paratibial injections of
these cells were performed in nude mice and the tumor volume was measured twice a week.

In parallel, RNAseq analysis were performed on cells.

C: YAP mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-PCR analysis in mock-, YAPS94A-
and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Bars indicate means + SD of four independent

experiments, each performed in duplicate (*p<0.05, left panel). YAP production was detected
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by Western Blot analysis in mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Results

shown are representative of two independent experiments (right panel).

D: Localization of YAP/TEAD1 complexes by in situ PLA experiments in mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-transfected K-HOS cells. The red signal was obtained using Alexa555-labeled
hybridization oligo nucleotides targeting amplified in situ PLA products. DAPI (blue) staining
was used for nuclear visualization (left panel). Bars indicate means = S.D. of three independent

experiments (**p<0.01, right panel).

E: Mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected cells were transiently transfected with the
TEAD-specific construct (TEAD)s-lux. Bars indicate means * SD of four independent

experiments, each performed in duplicate (*p<0.05).

F: Real time proliferation assays were performed to compare the cell proliferation rate
between mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS. Each point indicates means + SD

of three independent experiments, each performed in sixplicate (**p<0.01).

G: Intramuscular paratibial injections of 1.10% mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected
K-HOS cells were performed in 3 groups of 12 nude mice. Tumor volumes were measured
three times a week for 4 weeks (left panel). Means tumor volumes of each group 28 days after
cell injection (middle panel, mean * SD; *p<0.05, ****p<0.001). Photographs of three

representative bone tumors in each group of mice.

H: Heat map of YAP-associated upregulated gene signature in mock-, YAPS94A- and

YAPS127A-transfected K-HOS cells. Color scales are based on Z-scores.

I: Heat map showing mRNA levels of 328 genes involved in the regulation of cell
proliferation (left panel). Enrichment score (ES) plots of GSEA analysis show a significant
upregulation of genes involved in cell proliferation in YAPS127A-transfected K-HOS cells
compared to mock- and YAPS94A- transfected K-HOS cells (right panel). Color scales are based

on Z-scores.

J: Total RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with mock-; YAPS94A- or
YAPS127A-transfected cells. CCND1 mRNA steady-state levels were determined by
guantitative RT-PCR. Bars indicate mean = S.D. (*p<0.05).
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K: Relative TEAD1 gene expression in OS patients and control samples of the same patients
following bioinformatics analysis of RNAseq data GSE99671 (Ho et al., 2017) from a OS patient

cohort comprising 15 samples.

L: Kaplan-Meier analysis of the survival outcome of patients dichotomized into high and
low level of TEAD1 expression, following analysis of the RNAseq dataset GSE42352 (Kuijjer et

al., 2012). Analysis was performed using R2 (http://r2.amc.nl). P value is from log-rank tests.

Figure 3: Role of YAP in OS cell migration and in vivo OS lung metastases development

A: Schematic representation of the experimental protocols. Briefly, K-HOS cells were
transduced with mock-, YAPS94A- or YAPS127A-vector and stably selected. Intramuscular
paratibial injections of these cells were performed in nude mice and the lung metastasis
development was followed. In parallel, RNAseq analysis were performed on the YAP mutated

cells.

B: Intramuscular paratibial injection of 1.10® mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected
K-HOS cells were performed in 3 groups of 12 nude mice. Number of lung metastases were
counted 28 days after injection of the cells (left panel, mean + SD; **p<0.01, ***p<0.001).
Photographs of representative Hematoxylin and Eosin staining of the lungs for each group

(right panel). Bar=500 pm.

C: Relative YAP gene expression in OS patients with or without metastases at diagnosis
following bioinformatics analysis of RNAseq data seq GSE42352 (Kuijjer et al., 2012) from a OS

patient cohort comprising 53 samples. Analysis was performed using R2 (http://r2.amc.nl).

D: Cultures of mock-, YAPS94A- and YAPS127A- transfected cells were fixed, permeabilized
and stained with a monoclonal antibody directed against Vinculin (green). F-actin cytoskeleton

and nuclei were respectively revealed by phalloidine (red) and DAPI labelling (blue).

E: Heat map showing mRNA levels of 203 genes involved in focal adhesion (left panel).
Enrichment score (ES) plots of GSEA analysis show a significant upregulation of genes involves
in focal adhesion in YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells compared to mock-

transfected cells (right panel). Color scales are based on Z-scores.
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F: N-cadherin, SNAIL, TWIST2 and vimentin mRNA steady-state levels were quantified by
RT-qPCR analysis in mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Bars indicate the

means = SD of three independent experiments, each performed in duplicate (*p<0.05).

G: Real time migration assays using Xcelligence technology were performed to compare
the cell proliferation rate between mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells.
Each point indicates the means + SD of three independent experiments, each performed in

sixplicate (*p< 0.05).

H: Heat map showing mRNA levels of 184 genes involved in cell migration (left panel).
Enrichment score (ES) plots of GSEA analysis show a significant upregulation of genes involved
in cell migration in YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells compared to mock-

transfected cells (right panel). Color scales are based on Z-scores.

I: MMP-2 and MMP-9 mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-PCR analysis in
mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Bars indicate means * S.D. of three

independent experiments, each performed in duplicate (*p<0.05).

J: Zymography analysis of conditioned media from 48 hours’ serum-free cultures of
YAPS127A-, YAPS94A- and mock-transfected K-HOS cells. A Coomassie blue stained gel

representative of three independent experiments is shown (left panel).

Figure 4: Role of TGF-B/Smad3 in YAP-driven OS cell migration and in vivo OS metastatic

process - Correlation between Smad3 gene expression and overall survival of OS patients.

A: Localization of endogenous YAP/Smad3 complexes by in situ PLA in HOS cells in presence
or absence of TGF-B (5 ng/ml, 1h). The red signal was obtained using Alexa555-labeled
hybridization oligo nucleotides targeting amplified in situ PLA products. DAPI (blue) staining
was used for nuclear visualization (left panel). Bars indicate means + S.D. of three independent

experiments (*p< 0.05, right panel).

B: HEK293 cells were co-transfected with YAPS94A-Flag, YAPS127A-Flag, Smad3-Myc or
empty vectors as indicated. 24h after transfection, cells were treated with TGF-B (5 ng/mL
during 1h) and then subjected to immunoprecipitation (IP) with anti-Flag antibody followed

by Western blotting (WB) by YAP and Smad3 antibodies as indicated.
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C: K-HOS cells were transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)s-lux and with
or without YAPS94A-, YAPS127A-, or empty-vectors as indicated. 24h after transfection TGF-8
(5 ng/ml) was added during another 24 h. Bars indicate means + SD of three independent

experiments, each performed in duplicate (*p<0.05).

D: Localization of YAP/Smad3 complexes by in situ PLA in in mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-stably transfected K-HOS cells in the presence or absence of TGF-B (5 ng/ml during
1h). The red signal was obtained using Alexa555-labeled hybridization oligonucleotides
targeting amplified in situ PLA products and DAPI (blue) staining was used for nuclear
visualization (left panel). Bars indicate the means + SD of three independent experiments

(*p<0.05, right panel).

E: YAPS94A-, YAPS127A-, or mock- stably transfected K-HOS cells were transfected with the
Smad3/4-specific construct (CAGA)q-lux. 24h after transfection TGF-B (5 ng/ml) was added
during another 24 h. Bars indicate means * SD of three independent experiments, each

performed in duplicate (*p< 0.05).

F: MMP-2 and MMP-9 mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-PCR analysis in
mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells in the presence or absence of TGF-3
(5 ng/ml during 6h, 12h, 24h and 48h). Bars indicate the means + SD of three independent

experiments, each performed in duplicate.

G: Zymography analysis of conditioned media from 48 hours serum-free cultures of
YAPS127A-, YAPS94A- and mock-transfected K-HOS cells in the presence or absence of TGF-
(5 ng/ml). A Coomassie blue stained gel representative of three independent experiments is
shown (left panel). Quantification of relative MMP-2 and MMP-9 activities (middle and right

panels). Bars indicate the means + SD of three independent experiments (*p< 0.05).

H: Heat map showing mRNA levels of early TGF-B response genes (left panel) or delayed
TGF-B response genes (right panel). Enrichment score (ES) plots of GSEA analysis show a
significant upregulation of TGF-B response genes involved in YAPS94A- and YAPS127A-
transfected K-HOS cells compared to mock-transfected cells. Color scales are based on Z-

scores.

I: Intramuscular paratibial injections of 1.10° mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected
K-HOS cells were performed in 6 groups of 10 nude mice and treated with vehicle or SD-208
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(60 mg/kg/day) as indicated. Mice were sacrificed when tumor sizes reached 1000 mm?3 and
lungs were removed. Number of lung metastases (left panel, mean + SD; *p< 0.05, **p<0.01).
Representatives Hematoxylin and Eosin staining of representative lungs for each group (right

panel). Bar=500 um.

J: Relative Smad3 gene expression in OS patients with or without metastases at diagnosis
following bioinformatics analysis of RNAseq data seq GSE42352 (Kuijjer et al., 2012) from an

OS patient cohort comprising 53 samples. Analysis was performed using R2 (http://r2.amc.nl)

K: Kaplan-Meier analysis of the survival outcomes of 51 patients dichotomized into high
level and low level of YAP expression, following analysis of the RNAseq dataset GSE42352

(Kuijjer et al., 2012). Analysis was performed using R2 (http://r2.amc.nl).

Figure 5: Role of the Wnt cascade in YAP-driven OS cell mineralization

A: Intramuscular paratibial injections of 1.10% mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected
K-HOS cells were performed in 3 groups of 10 nude mice. 28 days after cell injection, mice
were sacrificed, and the OS bone tumors were observed. Photographs of representative bone
tumors for each group. Sirius Red staining and Masson’s Trichrome staining were performed.

Bar=500 um.

B: Heat map showing mRNA levels of 126 genes involved in the regulation of ECM
production (left panel). Enrichment score (ES) plots of GSEA analysis show a significant
upregulation of genes involved in ECM production in YAPS127A- and YAPS94-transfected K-

HOS cells compared to mock-transfected cells (right panel). Color scales are based on Z-scores.

C: OPN, OPG, RANK and Runx2 mRNA steady-state levels were quantified by RT-gqPCR
analysis in mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Bars indicate means + SD
of three independent experiments, each performed in duplicate (*p<0.05, **p< 0.01, ***p<p

0.001).

D: Localization of YAP/Bcatenin complexes by in situ PLA in in mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-stably transfected K-HOS cells in the presence or absence of Wnt3a (25 ng/ml
during 1h). The red signal was obtained using Alexa555-labeled hybridization oligonucleotides

targeting amplified in situ PLA products and DAPI (blue) staining was used for nuclear
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visualization (left panel). Bars indicate the means + SD of three independent experiments

(*p<0.05, right panel).

E: Mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells were transfected with the
TCF/LEF construct (TCF/LEF)s-lux, in the presence or absence of Wnt3a (25 ng/mL, left panel)
or ICG-001 (10 uM, right panel). Bars indicate the means + SD of four independent
experiments, each performed in duplicate (*p<0.05, **p<0.01). F: Mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-transfected K-HOS cells were transfected with the TCF/LEF construct (TCF/LEF)s-
lux, in the presence or absence of Wnt3a (25 ng/mL) or ICG-001 (10 uM) as indicated. Bars
indicate the means + SD of four independent experiments, each performed in duplicate

(*p<0.05).

G: Mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells were cultured in the presence
or absence of osteogenic medium up to 5 days, and in presence or absence of ICG-001 (10
UM). Cultures were then fixed and stained with Alizarin Red S. Results show one
representative experiment of two independent experiments (left panel). Bars indicate mean
+ SD of two independent experiments performed in duplicate (*p<0.05, **p< 0.01, right

panel).
Figure 6: Verteporfin inhibits OS primary bone tumor and lung metastatic development.

A: HOS Cells were transfected with the TEAD-specific construct (TEAD)s-lux. 24h after
transfection, cells were treated with Verteporfin at indicated concentration during 24h. Bars
indicate means * S.D. of four independent experiments, each performed in duplicate (left
panel, **p<0.01, ***P < 0.001). Cyr61 mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-PCR
analysis in the presence or absence of verteporfin (1, 2, 5 BM during 24h). Bars indicate the
means * SD of three independent experiments, each performed in duplicate (*p<0.05, right

panel).

B: Intramuscular paratibial injections of 1.10% HOS cells were performed in 2 groups of 12
nude mice treated with vehicle or verteporfin (20 mg/kg/day) as indicated. Tumors volumes

were measured 3 times a week for 4 weeks (Mean + SEM; ***p<0.001).

C: Tumor samples (tumor sizes at 2000 mm3) were fixed, embedded in paraffin, sectioned

and stained with Ki-67. Representative photomicrographs per group are shown. Histogram
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represents the mean percentage of Ki-67 positive cells in each group of mice. (Mean + SEM;

**%1<0.001).

D: HOS, MG63 and G292 OS cell lines were treated with verteporfin as indicated for 24h
(left panel) or 48h (right panel). After incubation, cell viability was evaluated by cell counting.
For each cell line, graph indicates the mean percentage of cell viability compared to untreated

cells. Mean + S.D. of three independent experiments, each performed in sixplicate.

E: Intramuscular paratibial injections of 1.10% HOS cells were performed in 2 groups of 12
nude mice treated with vehicle or verteporfin (20 mg/kg/day) as indicated. Mice were
sacrificed when tumor sizes reached 2000 mm3 and lungs were removed. Number of lung

metastases (mean + SD; ***p<0.001).

F: Zymography analysis of conditioned media from 48 h serum-free cultures of HOS cells
treated with verteporfin as indicated (VP). A Coomassie blue stained gel representative of

three independent experiments is shown.

G: HOS cells were transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)4-lux. 24h after

transfection, cells were treated during 24 hours with or without verteporfin as indicated and
were treated or not with TGF-B (5 ng/ml, 24 hours). Bars indicate mean * S.D. of at least three

independent experiments carried out in triplicate (*p<0.05, ***p<0.005).

H: HOS cells were transfected with the -800PAI-1-lux construct mutated (-800mutPAI-1-lux)
or not (-800PAI-1-lux) on CAGA sequences (-800mutPAl-1-lux). 24h after transfection, cells
were treated during 24 hours with verteporfin as indicated and with or without TGF-B (5 ng/ml,
24 hours). Bars indicate mean + S.D. of at least three independent experiments carried out in

triplicate (*p<0.05).

I: HOS cells were pretreated for 24 hours verteporfin as indicated and were treated or not
with TGF-B (5 ng/ml, 6h or 48h). After incubations, mRNA steady-state levels of the specific
TGF-B target genes CTGF (6h) and PAI-1 (48h) were determined by quantitative RT-PCR. Bars
indicate means + S.D. of at least three independent experiments, each performed in triplicate

(*p<0.05).

Figure 7: Verteporfin inhibits OS primary bone tumor and lung metastatic development.
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Supplementary Figures

Sup Figure 1: Elevation of Hippo gene expression in OS patients

A: GSEA showing a Hippo signature in OS samples following bioinformatics analysis of
RNAseq data GSE99671 (Ho et al., 2012) from an OS patient’s cohort comprising 15 samples.

FDR false discovery rate, NES normalized enrichment score

B: Relative Cyr61, THBS1, PAI-1 and BIRC5 genes expression in OS patient and control
samples following bioinformatics analysis of RNAseq data GSE99671 (Ho et al., 2012).

Sup Figure 2: Role of TEAD in YAP-driven OS cell proliferation and in vivo OS tumor

growth.

A: Localization of endogenous YAP/TEAD1 complexes by in situ PLA in MG63 and G292 OS
cells. The red signal was obtained using Alexa555-labeled hybridization oligo nucleotides
targeting amplified in situ PLA products. DAPI (blue) staining was used for nuclear
visualization. Bars indicate means % S.D. of three independent experiments (*p< 0.05, ***p<

0.001).

B: HEK293 were transiently co-transfected with the YAP-S94A, YAP-S127A, TEAD1 or empty
vector as indicated. 48h after transfection lysates were subjected to immunoprecipitation (IP)
with anti-Flag antibody followed by Western blotting (WB) by anti-Flag and anti-HA antibodies

as indicated.

C: HOS, MG63 or G292 cells were co-transfected with the TEAD-specific construct (TEAD)s-
lux with or without empty, YAPS94A and YAPS127A expression vectors. Bars indicate means +

SD of four independent experiments, each performed in triplicate (**p<0.01).

D: Cells were treated with thymidine (2 mM) during 24h and released from thymidine block
by PBS wash. 10h after, cell cycle distribution of mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected

cells were analyzed by propidium-iodide staining and flow cytometry.
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E: PCA analysis was done to evaluate data reproducibility among replicates and to

summarize genome-wide transcriptional effect of transfections.

F: Volcano plot of genes differentially expressed (FDR < 0.05) in YAPS94A- vs mock-, and
YAPS127A- vs mock-transfected cells.

G: Heatmap of all the significantly differentially expressed genes is plotted (YAPS94A- vs
mock-transfected cells, YAPS127A- vs mock-transfected cells and YAPS127A- vs mock-

transfected cells). Colour scales are based on Z-scores.

H: CCND1, Gli1 and AKT mRNA steady-state levels were quantified by RT-qPCR analysis in
mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected K-HOS cells. Bars indicate means + SD of three

independent experiments, each performed in triplicate (*p<0.05).

I: RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with mock-, YAPS94A- and
YAPS127A-transfected K-HOS cells, Glil and AKT mRNA steady-state levels were determined
by quantitative RT-PCR. Bars indicate mean % S.D. of three independent experiments carried

out in triplicate (*p<0.05).

Sup Figure 3: Role of YAP in the control of cell migration

A: Median Log2(FPKM) expression of RHOC, RHOD, THBS1 and CXCR4 between mock-,
YAPS94A- and YAPS127A- transfected cells following bioinformatics analysis of RNA

sequencing.

B: Median Log2(FPKM) expression of twist2 and Snail genes expression in mock-, YAPS94A-

and YAPS127A- transfected cells following bioinformatics analysis of RNA sequencing.

Sup Figure 4: Role of TGF-B/Smad3 in YAP-driven OS cell migration and in vivo OS

metastatic process.

A: Localization of endogenous YAP/Smad3 complexes by in situ PLA in MG63 and G292 cells
in presence or absence of TGF-B (5 ng/ml during 1h). The red signal was obtained using

Alexa555-labeled hybridization oligo nucleotides targeting amplified in situ PLA products.
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DAPI (blue) staining was used for nuclear visualization (left panel). Bars indicate means + S.D.

of three independent experiments (*P < 0.05, **P < 0.01).

B: MG63 and G292 cells were co-transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)o-
lux and either the YAPS94A, YAPS127A, or empty vectors. 24h after transfection TGF-B (5
ng/ml) was added during 24h. Bars indicate means + S.D. of three independent experiments,

each performed in triplicate (*p< 0.05).

C: VEGFa and PDGFB mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-PCR analysis in
mock-, YAP-S94A- and YAP-S127A-transfected HOS cells in presence or absence of TGF-B (5
ng/ml during 1h or 6h). Bars indicate means % S.D. of three independent experiments, each

performed in duplicate.

D: Median Log2(FPKM) expression of COL1A1, MMP1, PAI-1, MMP-2, MMP-9 THSB1,
LAMA2 and LAMA4 genes expression in mock-, YAPS94A- and YAPS127A-transfected cells

following bioinformatics analysis of RNA sequencing.

E: COL1A1, CXCR4, MMP-1 and LAMA2 mRNA steady-state levels were quantified by RT-g-
PCR analysis in mock-, YAP-S94A- and YAP-S127A-transfected HOS cells. Bars indicate mean +

S.D. of three independent experiments carried out in triplicate.

F: Cells were transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)o-lux. 24h after
transfection TGF-B (5 ng/ml) was added during 24h in presence or absence of SD-208 (10
ng/ml) for another 24 h. Bars indicate means + S.D. of three independent experiments, each

performed in triplicate (*p< 0.05).

Sup Figure 5: Role of the Wnt cascade in YAP-driven OS cell mineralization

Median Log2(FPKM) expression of (A) Col1A2, Col3A1l and (B) Runx2, OPG and OPN
between mock-, YAPS94A- and YAPS127A- transfected cells following bioinformatics analysis

of RNA sequencing.
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Figure 1: Elevation of Hippo gene expression in OS patients — Correlation between YAP

expression and overall survival of OS patients.
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METHODS

Osteosarcoma mouse model

Four-week-old female Rj:NMRI-nude mice (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) were
maintained under pathogen-free conditions at the Experimental Therapy Unit (Faculty of Medicine,
Nantes, France) in accordance with the institutional guidelines of the French Ethical Committee (CEEA
Pays de la Loire n°06 : project authorization 8405). Mice were anesthetized by inhalation of isoflurane
before receiving an intramuscular injection of 1.10% K-HOS parental or mutant cells in close proximity to
the tibia. Concerning in vivo experiments using the inhibitor verteporfin, 5 days after cell injections,
groups of mice received the molecule (20 mg/kg) or control vehicle (DMSO in saline) twice a week by
intraperitoneal injection. The tumor volume (V) was calculated from the measurement of three
perpendicular diameters using a calliper, according to the following formula: V = (length x height x
depth)/2. Mice were sacrificed when the tumor volume reached 2500 mm? for ethical considerations.
Note that lung metastases were analysed and counted when the tumor volumes were equal to 1000

mm? in each group of mice.

Cell culture and reagents.

K-HOS (CRL-1544), HOS-MNNG (CRL-1543), MG-63 (CRL-1427) and G292 (CRL-1423)
osteosarcoma cell lines were purchased from ATCC (LGC Standards, Molsheim, France). HEK293 cells
were purchased from Invitrogen (Thermofisher, Courtaboeuf, France). Cells were cultured in high
glucose DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with

10% fetal calf serum (FCS, Hyclone Perbio, Bezons, France).

To generate mutant YAP-S94A and YAP-S127A expressing cells, retrovirus infection was
performed by transfecting 293 Phoenix retrovirus packaging cells with empty vector, pQCXIH-Myc-YAP-
S94A and pQCXIH-Flag-YAP-S127A. pQCXIH-Myc-YAP-S94A and pQCXIH-Flag-YAP-S127A were
gifts from Kunliang Guan (respectively Addgene plasmid #33094 and #33092 ;

http://n2t.net/addgene:33094 and 33092; RRID:Addgene-33094 and -33092). pQCXIH CMV/TO DEST

(w382-1) was a gift from Eric Campeau and Paul Kaufman (Addgene plasmid #17394;
http://n2t.net/addgene:17394; RRID:Addgene-17394). Twenty-four hours post-transfection, retroviral

supernatant was supplemented with 5 pg/ml polybrene (Santa Cruz Biotehnology, CA, USA), filtered
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through a 0.45-um filter, and used to infect K-HOS cells. Forty-eight hours after infection, cells were

selected with 200 pg/ml hygromycin-B (Invitrogen, Courtaboeuf, France).

Verteporfin was purchased from Tocris (Bristol, UK), and dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) at 10 mM. For in vivo experiments, verteporfin
was first dissolved in DMSO and further diluted in saline medium at a maximal dose of 2% DMSO v/v.

TGF-B1 were purchased form R&D System, Inc (Minneapolis, MN).

Luciferase reporter assay and plasmid constructs.

Transient cell transfections were performed with jetPEI™ (Polyplus transfection, lllkirch,
France). The pRLTK-Renilla luciferase expression vector was co-transfected in all experiments to
monitor transfection efficiencies. Luciferase activity was determined with the Dual-Luciferase reporter
assay system (Promega, Charbonnieres, France). The (CAGA)o-Lux (55), 8xGTIIC-Luc (gift from
Stefano Piccolo, Addgene plasmid #34615; http:/n2t.net/addgene:34615; RRID:Addgene-34615,
(TEAD)s-lux in the text) and the M50 Super 8xTOPFlash (gift from Randall Moon, Addgene plasmid
#12456; http://n2t.net/addgene:12456; RRID:Addgene-12456, (TCF/LEF)s-lux in the text) constructs
were respectively used as specific reporter constructs specific for Smad3/4-, TEAD- and TCF/LEF-

driven signalling.

Real time proliferation assay

In vitro cell proliferation assays were assessed using XCELLigence Real-Time cell-Analyzer
(ACEA Biosciences, San Diego, CA). 5x10% OS cells were seeded in a 96-well microelectronic cell
sensor system plate. The plate was insert into the xCELLigence RTCA proliferation instrument. Cell
growth was analysed during 96h. The dimensionless cell index (Cl), derived as a relative change in
measured electrical impedance caused by proliferative cells. The experiment was done in triplicate and

repeated 3 times.

Real time migration assay
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OS cell migration was assessed using xCELLigence RTCA DP (ACEA Biosciences) using an
electronically integrated Boyden chamber (CIM-Plate® 16). 30x103 OS cells were seeded in CIM-Plate®

16, migration was measured during 24h, the experiment was run in triplicate and repeated 3 times.

Histologic analysis and immunohistochemistry

Tumor tissues were embedded in paraffin and 3-um sections were cut and stained for Ki-67
using Ki-67 antibody (Cell Signaling Technology, Leiden, The Netherlands). Immunodetection was
performed using DAB Substrate-Chromogen (Agilent Dako, Santa Clara, CA) and counterstained with
haematoxylin. Quantification of relative Ki-67 positive cells was evaluated by ImageJ (NIH, Bethesda,
MD) software. Lungs were fixed in 10% buffered formaldehyde and embedded in paraffin. Lung
sections (3 pm-thick) were mounted on glass slides and stained with hematoxylin-eosin (HE). OS bone

tumors were fixed in 10% buffered formaldehyde and embedded in paraffin.

RNA extraction and Real-time polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from cells and tumors using NucleoSpin®RNAplus (Macherey Nagel,
Duren, Germany). Total RNA was reverse transcribed using the Maxima H minus first stand cDNA
synthesis kit (Thermofisher, Courtaboeuf, France). Realtime monitoring of PCR amplification of
complementary DNA was performed using DNA primers (primers sequences are available in Table 1)
using QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher, Courtaboeuf, France) with SYBR®
Select Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA). Target gene expression was normalized to
glyceraldehyde 3-phosphatedehydrogenase (GAPDH) and B-actin (ACTB) levels in respective samples

as an internal standard.

Gelatin zymography assay

Cells were cultured without serum for 48h and conditioned media were analyzed by gelatin
zymography in 10% polyacrylamide gels containing 1 mg/ml gelatin (Sigma-Aldrich, St Quentin-

Fallavier, France) as described previously (Lamora et al., 2015).
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Western blot analysis

Cells were lysed in lysis buffer (SDS 1%, Tris pH 7.4 10mM, Sodium orthovanadate 1 mM) and
protein concentration was determined using the BCA Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich, St Quentin-
Fallavier, France). Samples in Laemmli buffer (62.5 mM Tris—HCI, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5%
2-mercaptoethanol, 0.001% bromophenol blue) containing equal amounts of total protein extracts were
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and transferred to PVDF Transfer
membrane (Thermo scientific, lllkirch, France). Antibody used for western blotting were: YAP1 (1:8000;
proteintech, 1358-AP), anti-Flag (1:1000, sigma Aldrich, F1804), myc-tag (1:1000, cell signalling, 2276),
HA-tag (1:500; cell signalling, 2367), B-actin (1:1000; cell signalling, 8457), anti-mouse IgG-HRP
(1:10000, Santa Cruz Biotechnology, sc-2314) and anti-rabbit IgG-HRP (1:10000; Santa Cruz

Biotechnology, sc-2004).

Antibody binding was visualized with the enhanced chemiluminescence system (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, ThermoSientific, lllkirch, France). For quantification,
luminescence was detected with a Charge Couple Device (CCD) camera and analyzed using the

GeneTools program (Syngene, Cambridge, United Kingdom).

Immunoprecipitation

HEK239FT cells were transfected with different vectors: pPGS-3HA-TEAD1, pCMV-Flag-YAP-
S94A and pCMV-Flag-S127A-YAP were gifts from Kunliang Guan (Addgene plasmids #33055, #33102
and #27370; RRID: Addgene-33055, -33102 and -27370). Smad3-Myc expression vector has been

previously described (56).

Twenty-four hours after transfection, media were changed with fresh DMEM containing 1% FCS
for 24 hours and TGF-B1 (5 ng/ml) was added for 45 min. Transfected cells were then rinsed with ice-
cold PBS and lysed in IP-lysis buffer (Invitrogen, Courtaboeuf, France). Protein concentrations were
determined using Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Equal amounts of proteins were precleared overnight
at 4°C using Protein-A/G-agarose (Santa Cruz biotechnology, CA). Supernatants were incubated with

primary antibody against Flag (4pg/mL; Sigma Aldrich, F7425) and HA-tag (1:50; cell signalling, 3724S),
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for 2 hours at 4°C. 50 uL of Protein-A/G-agarose were then added and incubated overnight at 4°C.
Beads were washed three times with IP-lysis buffer, then 30 uL of Laemmli buffer were added and boiled
for 5 min. After centrifugation, supernatants were harvested and processed for SDS-PAGE and Western

Blot as described above.

In situ proximity ligation assay (PLA), immunofluorescence and confocal microscopy

Duolink PLA ®: 5x10% OS cells were seeded in Ibidi u-Slide VI 0.4. Twenty-four hours after,
media was change to DMEM with 1% FBS. After 24 hours, TGF-$1 (5 ng/ml) was added or not for 45
min. Cells were then fixed with 4% PFA for 15 min at room temperature and incubated overnight at 4°C
with primary antibody against YAP [(1:100; cell signalling, 14074) or (1:50; Santa Cruz biotechnology,
sc-101199)], TEF-1(1:200; Santa cruz biotechnology, sc-376113) and SMAD3 (1:1000, abcam,
ab40854). In situ PLA was performed using DuoLink in Situ Reagents (Sigma-Aldrich, St Quentin-

Fallavier, France) according to the manufacturer’s instructions.

Immunofluorescence assays: cells were seeded onto Ibidi p-Slide 8 Well overnight, fixed with
4% paraformaldehyde during 15 minutes, permeabilized with 0.5% Triton. Samples were incubated with
Anti-Vinculin-FITC antibody (Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) 2h at room temperature
(1:200), and then washed in PBS. F-actin and nucleus were stained using respectively: Alexa-fluor 488
phalloidin (1:1000) and DAPI (1:1000). Images were acquired using a confocal microscope (NIKON A1

N-SIM), and processed using Imaged.

RNA-seq and analysis

Library preparation and sequencing were done at Active Motif, inc. Libraries were prepared from purified
RNA using the illumina TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit and sequencing was done on
illumina NextSeq 500 as 42-nt long paired end reads. Read mapping and fragment quantification for
each gene was also done at Active Motif. Briefly read mapping against human genome (GRCh38) was
done using STAR algorithm (57) with default settings and fragment assignment was done using feature
counts (58) with gene annotations from Subread package. Only read pairs having both ends aligned

with a minimum overlap of 25 base pairs and mapping to the same chromosome and on the same strand
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were counted (featureCounts -p -B -C -minOverlap 25). Differential gene expression analysis was done
using DESeq2 package (59). The p-values obtained were corrected for false positives by using
Independent Hypothesis Weighting (package IHW) multiple testing adjustment method (60). Genes
were considered significantly differentially expressed if log2 fold-change is over 1 or less than -1 and
FDR is less than 0.05. For the differentially expressed genes over-representation and gene set
enrichment analysis was done using clusterProfiler package and results were plotted using
enrichPlot (61).

Further Gene Set enrichment analysis (GSEA) was performed using GSEA software

(http://software.broadinstitute.org/gsea/). Gene sets used are described in table 2.

Cell cycle analysis

Cells were seeded in 6-well plates overnight and synchronized using thymidine (Sigma-Aldrich,
St Quentin-Fallavier, France) during 24h at a final concentration of 2 mM. Cells were released from
thymidine block by PBS wash, maintained in normal culture media and harvested 10 hours after. Cells
were then fixed with 70% ethanol and permeabilized 1 hour at 4°C. DNA was stained using 50 pg/mi
propidium iodide 20 min at 4°C. cell cycle was analysed by flow cytometry (LSRII) using flowlogic

software.

Statistics

Histogram and data are shown as mean +/- S.D. of minimum three independent experiments.

Statistical analyses were performed using GraphPad prism version 6 for Windows, GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com. The Wilcoxon’s matched test was used to

compare the expression levels between OS and matched normal tissue. The Mann-Whitney test was
used to compare the difference between two groups. p-value under or equal to 0.05 was considered

statistically significant.

Database:
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RNA sequencing data of OS patient and matched normal tissue were downloaded from Gene
expression Omnibus database (GSE99671,

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE99671).

Kaplan Meier analysis of osteosarcoma patient tumor samples were performed using the R2
Genomics Analysis and Visualization Platform. Genome-wide gene expression analysis of high-grade
osteosarcoma are from GSE42352 (62)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cqi?acc=GSE42352).

The datasets supporting the current study have not been deposited in a public repository

because the article is not yet published, but are available from the corresponding author on request.
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L'ostéosarcome est un cancer pédiatrique rare, prenant naissance le plus
fréquemment au niveau de la métaphyse des os longs. Au diagnostic il n'est pas rare
d’observer des métastases principalement pulmonaires. Malgré [|'amélioration des
traitements il y a une quarantaine d’année grace a la mise en place de protocoles de
chimiothérapie, la survie a 5 ans des patients atteints d’ostéosarcome reste faible. La
dissémination métastatique est un probléme majeur dans |'ostéosarcome, les mécanismes

moléculaires sont encore mal compris et méritent d’étre expliqué?7,283,308-310,

Depuis sa découverte dans la drosophile, la voie de signalisation Hippo a été au cceur
d’une succession de découvertes, les chercheurs ont mis en évidence sa mécanistique et son
implication dans le développement humain et dans diverses pathologies, notamment en
cancérologie*49°3180 | e niveau d’expression de YAP et son activité transcriptionnelle ont été
étudiés dans plusieurs types de tumeurs solides et sont corrélés a un mauvais pronostic.
Toutefois I'activation de YAP n’est pas expliquée par des mutations au cceur de la voie de
signalisation. Dans un contexte tumoral, YAP a un rbéle pro-oncogénique, les cellules
cancéreuses détournent le roéle initial de YAP et ses effecteurs pour proliférer et
potentiellement migrer. L’altération des tissus au sein d’une tumeur et la modification de la
rigidité de la MEC peut avoir une conséquence sur l'activité de YAP et la prolifération excessive

des cellules tumorales162163,203,248

Dans ce travail de thése, nous avons dans un premier temps associé une forte
expression de YAP au mauvais pronostic des patients atteint d’ostéosarcome, en accord avec
I’étude publiée en 2016 par Bouvier et al?’8. De plus, I’analyse bio-informatique de séquencage
d’ARN haut débit provenant de biopsies de patient montre I'existence d’une signature génique
de la voie de signalisation Hippo dans I'ostéosarcome. Nos résultats sont donc cohérents vis-
a-vis des résultats déja existants, dans I'ostéosarcome mais aussi dans d’autres tumeurs
solides. Ces expériences demandent cependant a étre confirmées sur une cohorte de patients

plus importante en association avec les données cliniques.
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|.YAP interagit avec TEAD pour induire la croissance tumorale

Les mécanismes moléculaires par lesquels YAP initie la prolifération cellulaire et la

progression tumorale dans |'ostéosarcome restent a élucider.

Dans la premiere partie de nos résultats nous montrons le réle majeur de YAP et du
facteur de transcription TEAD dans la prolifération tumorale de I'ostéosarcome. Lorsque YAP
n’est pas capable d’interagir avec le facteur de transcription TEAD, la prolifération cellulaire
et la croissance de la tumeur sont ralenties in vitro et in vivo. Ces résultats confirment ceux
déja observés dans la littérature®”311, TEAD est le partenaire le plus commun de YAP et de
nombreuses études I'associent au contréle de la croissance tissulaire et tumorale>”6%169,
L'analyse transcriptomique des cellules d’ostéosarcome surexprimant YAP pouvant ou non
interagir avec TEAD montre la nécessité de ce facteur de transcription pour initier la
transcription de génes clés dans la prolifération. Dans plusieurs tumeurs, il a été montré que
YAP stimule la prolifération cellulaire via TEAD en contrélant I'expression de génes régulateurs
du cycle cellulaire et différents oncogénes 244247, Dans un contexte tumoral, la surexpression
de ce facteur de transcription est corrélée a I’expression de facteur de croissance tel que CTGF
et CYR61, et 3 des facteurs oncogénes tel que c-Myc et la survivine>3246247 Dans les cancers
de la prostate, cancer gastrique et cancer colorectal, une augmentation du niveau protéique
de TEAD est associée a un mauvais pronostic312315, Lju-Chittenden et al ont montré que la
surexpression d’'un TEAD ne pouvant interagir avec YAP ralentissait la prolifération cellulaire
in vitro et tumorale in vivo?*>. En accord avec ces différentes études, nous avons montré le
role indispensable de TEAD dans la médiation de la prolifération cellulaire via YAP dans
I'ostéosarcome. De maniere intéressante, TEAD est fortement exprimé chez les patients

atteints d’ostéosarcome et est corrélé a un mauvais pronostic.

Nous n’avons pas exploré tous les mécanismes par lesquels TEAD initie la prolifération,
méme si nos données actuelles semblent indiquer que les protéines CYR61 et CTGF, les cibles
directes de YAP/TEAD, sont fortement impliquées dans la prolifération cellulaire. De plus, nous
avons observé une augmentation de I'expression des genes favorisant la prolifération Glil et
AKT1 dans les cellules d’ostéosarcome YAPS127A, surexprimant une forme mutée de YAP
constitutivement active, et une diminution de I'expression de ces genes dans les cellules

YAPS94A, surexprimant une forme mutée de YAP ne pouvant interagir avec TEAD. Enfin, les

-113 -



DISCUSSION ET PERSPECTIVES! I. YAP interagit avec TEAD pour induire la croissance tumorale

cellules d’ostéosarcome YAPS127A ont un cycle cellulaire plus rapide que les cellules YAPS94A
et les MOCK. L’interaction YAP/TEAD semble donc avoir un réle dans le contréle du cycle
cellulaire et pourrait étre un mécanisme expliquant I'augmentation de la prolifération
cellulaire et de la croissance tumorale. Il serait intéressant de décrire le role exact de TEAD
dans la médiation de la transcription des génes pro-prolifératifs mais aussi de sa capacité a

stimuler le cycle cellulaire dans I’ostéosarcome.

Un article publié tres récemment montre que YAP maintient et stabilise les cellules
tumorales mutées sur KRAS en coopérant avec Myc dans le cancer du pancréas. Dans ce cas
spécifique, l'activation de YAP est une conséquence de la mutation KRAS mais est
indispensable au maintien de la tumeur primaire 221316, Une boucle de rétrocontréle positive
se met en place, I'activation de la voie RAF/MEK/ERK initie I'activité transcriptionnelle de YAP
et entraine la transcription des genes cibles CYR61 et CTGF (Figure 18). Une seconde étude
montre la capacité de TEAD2 a contourner I'inhibition de KRAS dans le cancer du pancréas. Le
complexe YAP1/TEAD2 coopére avec le facteur de transcription E2F pour activer la division

cellulaire et la réplication de I’ADN?2%0,

PDAC
cancer
cell

Figure 18 : Schéma représentant le role majeur de YAP dans le contréle de la
prolifération cellulaire médiée par KRAS

D’aprés Weiying Zhang et. al??!
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Au vu de ces données publiées dans la littérature et afin de mieux comprendre le réle
de TEAD dans l'initiation de la prolifération cellulaire, il serait intéressant d’étudier en
profondeur les interactions entre la voie Hippo et la voie EGFR-RAS-RAF-MAPK dans
I'ostéosarcome. De maniére trés intéressante, nous avons identifié une signature génique de
KRAS et MEK dans les cellules d’ostéosarcome YAPS127A (Figure 19A). Parmi les génes les plus
différentiellement exprimés, on distingue notamment ADRB2, qui a un role anti-apoptotique
et qui est un facteur de mauvais pronostic dans le cancer de la prostate (Figure 19B). 317 ADRB2
est une cible indirecte de KRAS et accéléere la progression tumorale dans le cancer du pancréas.
318,313 Ces résultat préliminaires semblent s’accorder avec les données déja publiées dans la
littérature et il serait trés intéressant d’étudier le réle exact d’ADRB2 dans la prolifération
cellulaire de I'ostéosarcome, notamment a I'aide de siRNA dirigés spécifiquement contre cette
protéine. On retrouve toutefois une signature génique KRAS dans le modeéle cellulaire
YAPS94A. Cependant les genes différentiellement exprimés par rapport aux cellules naives ne
sont pas les mémes que dans le modele cellulaire YAPS127A. Nos résultats in vitro et in vivo
indiquent le réle essentiel de TEAD dans la prolifération cellulaire de I'ostéosarcome, et étant
donné le réle de KRAS dans les phénomeénes de résistance aux chimiothérapies et de migration
cellulaire, on peut postuler que la signature génique retrouvée dans le modéle YAPS94A
correspond aux genes impliqués dans ces derniers processus biologiques. On retrouve

notamment des collagenes et d’autres composant de la MEC.

Nous pouvons ainsi émettre I'hypothése que le complexe YAP/TEAD conduit les
programmes de division cellulaire et réplication de I’ADN dans I'ostéosarcome en coopération

avec la voie de signalisation EGFR-RAS-RAF-MAPK et ses facteurs de transcriptions.
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Figure 19 : La surexpression de YAP constitutivement actif dans I’ostéosarcome
s’accompagne d’une signature génique KRAS.

A. Graphique représentant le score d’enrichissement de I'analyse GSEA montrant une surexpression significative de génes
associés a I'expression aberrante de KRAS dans les cellules d’ostéosarcome KHOS transduites avec YAPS127A en comparaison
aux celles KHOS-Mock. B. Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) d’ADRB2 extrait du RNA-sequencing a partie des
cellules d’ostéosarcome KHOS transduites avec -YAPS127A, -YAPS941 et Mock.

Enfin, nous avons étudié I'inhibition de I'interaction YAP/TEAD a I'aide de la verteporfine, une
petite molécule utilisée initialement dans le traitement de pathologies ophtalmologiques.
Comme décrit précedemment, des chercheurs ont mis en évidence son efficacité a inhiber
I'interaction YAP/TEAD. La verteporfine a été étudiée dans de nombreux cancers dans lesquels
YAP est surexprimé et inhibe la croissance tumorale?482°50.252320 Nos résultats sont similaires
aux différentes études publiées a ce jour, la verteporfine inhibe la progression tumorale dans
I'ostéosarcome in vitro comme in vivo. Notre travail montre que la verteporfine inhibe les
genes cibles de la voie de signalisation Hippo, cependant différentes études mettent en avant
le manque de spécificité de cette molécule. En effet, les effets que nous observons in vitro
comme in vivo pourraient ne pas étre spécifiques de I'inhibition du complexe YAP/TEAD. De
plus, il semble que la verteporfine inhibe I’activité transcriptionnelle de YAP en empéchant sa
rétention cytoplasmique, et non pas en empéchant YAP d’intéragir avec son facteur de
transcription?>3. |l serait intéressant d’utiliser un shRNA dirigé spécfiquement contre TEAD

afin de valider les hypotheses décrites précedemment.

Pour étre efficace in vivo, |la verteporfine doit étre utilisée a des doses élevées mais,
comme de nombreuses molécules innovantes utilisées en cancérologie, c’est une drogue
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ayant des caractéristiques hydrophobes et difficile a solubiliser dans une solution d’injection
classique. Il est donc important de noter que la dose administrée au animaux peut étre faussée
compte tenu d’'une mauvaise solubilisation de la molécule. Des produits tels que la
cyclodextrines pourraient améliorer sa solubilisation pour palier a ce probléeme. Afin de palier
a cet enjeu majeur, de nombreuses compagnies pharmaceutiques s’intéressent a la voie de
signalisation Hippo et au développement de molécules innovantes pouvant inhiber

spécfiguement l'interaction entre YAP et TEAD.
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ILYAP stimule la dissémination métastatique indépendamment de

TEAD

Apres avoir découvert le role pro oncogéne de la voie de signalisation Hippo dans
différentes tumeurs solides, les chercheurs se sont plus spécifiguement intéressés aux
processus biologiques clés du développement tumoral, notamment I'implication des
effecteurs YAP et TAZ dans la dissémination métastatique. Différentes publications ont
montré l'implication de YAP dans la dissémination métastatique de carcinomes?!?62%8,
Cependant les mécanismes moléculaires ne sont pas totalement élucidés et les études
publiées montrent principalement le réle du complexe YAP/TEAD dans la dissémination

métastatique?03321,322,

Dans I'ostéosarcome, nous avons montré que la surexpression de YAP augmente la
dissémination métastatique in vivo, indépendamment de la capacité de YAP a interagir avec
son facteur de transcription TEAD. De plus, I'analyse transcriptomique de biopsies de patients
indique qu’un niveau d’expression de YAP élevé correle avec la présence de métastases au

diagnostic.
A. YAP initie le processus d’EMT dans I'ostéosarcome

De maniére intéressante, nos modeles cellulaires de transduction stable de YAP sont
associés a une modification morphologique des cellules. En effet, elles adoptent une
morphologie plus allongée, associée a un profil mésenchymateux favorable a la migration
cellulaire. A l'aide de ces mémes modeles cellulaires nous avons montré que YAP,
indépendamment de sa capacité a interagir avec TEAD, stimule I'expression de génes
mésenchymateux tels que la N-Cadhérine ou la vimentine, ainsi que I'expression de facteurs
de transcription clés dans le processus de I'EMT comme Snail et Twist2. Ces résultats sont en
accord avec d’autres données publiées dans la littérature utilisant une stratégie moléculaire
inverse3?3, En effet, I'utilisation de siRNA dirigés contre YAP dans un modéle de cancer du
poumon a petites cellules provoque un changement de morphologie des cellules tumorales
vers des cellules rondes, moins allongées perdant leur capacité a migrer. 323 Enfin, dans
I’'adénocarcinome du pancréas 'extinction de YAP est associée a la perte d’expression des

marqueurs mésenchymateux et a un défaut de migration cellulaire in vitro3?432>,
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Il serait pertinent d’étudier les conséquences de I'extinction de YAP dans le processus
d’EMT-like de I'ostéosarcome, a I'aide d’outils moléculaires tels que des siRNA ou des shRNA,
ou bien grace a des outils pharmacologiques avec la verteporfine. Cela confirmerait les

résultats obtenus par nos modeles cellulaires de surexpression.

Nos résultats montrent que TEAD n’est pas indispensable a YAP pour initier le
processus d’EMT-like dans I'ostéosarcome. Cependant, YAP ne peut pas initier la transcription
de genes clés de I'EMT sans partenaire. Il est aujourd’hui admis que les voies de signalisation
n’exercent pas leurs activités transcriptionnelle isolées les unes des autres mais fonctionnent
en réseaux complexes. On peut alors penser que d’autres acteurs connus pour leur réle dans
I"'EMT tel que le TGF-B/Smads ou la B-caténine, coopérent avec la voie Hippo®891€0_|| serait

intéressant d’étudier le réle de chaque partenaire de YAP identifiés dans |'ostéosarcome.

1) YAP et la voie du TGF-B
Il est maintenant largement admis que le TGF-B agit a la fois comme suppresseur de
tumeur dans les carcinomes en phase précoce et comme promoteur de tumeur dans les
carcinomes en phase tardif*°¢211 Concernant l'ostéosarcome, il a été démontré au
laboratoire que le TGF-B exerce une activité pro-tumorale en stimulant la capacité des cellules
d’ostéosarcome a migrer et a envabhir, et donc en stimulant le développement de métastases
pulmonairest®®190.1951% Dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése que YAP initie le

processus métastatique de I'ostéosarcome via la voie de signalisation TGF-B/ Smad3.

Etant données le réle majeur du TGF-B dans 'EMT et des données déja publiées sur
I’existences d’un crosstalk entre la voie de signalisation Hippo et la voie du TGF-B, nous nous

sommes intéressés aux possibles interaction entre ces deux voies de signalisation dans 'EMT.

Nos résultats confirment I'existence d’un complexe YAP/Smad3 dans I'ostéosarcome
qui a déja été identifié dans d’autres types cellulaires3%2. De plus, nous avons montré que la
présence de TEAD n’est pas indispensable a la formation du complexe YAP/Smad3. Dans nos
modeles cellulaires, la surexpression stable de YAP s’accompagne d’un enrichissement
génique spécifique au TGF-B. Enfin, 'utilisation d’un inhibiteur du récepteur au TGF-B TBRI, le
SD-208, inhibe la dissémination métastatique médiée par YAP dans |'ostéosarcome in vivo.
Ces résultats confirment I’existence d’un réseau entre la voie de signalisation Hippo et la voie

du TGF-B/Smads initiant la dissémination métastatique de I'ostéosarcome.
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Pour mieux expliquer les mécanismes moléculaires a 'origine de ces processus nous avons
étudié les genes différentiellement exprimés dans nos différents modeles cellulaires. YAP
conduit a une augmentation de I'expression de genes indispensables a 'EMT tels que Snail,
Slug ou bien Twist en réponse au TGF-B, et ceci indépendamment de sa capacité a interagir
avec TEAD. On peut donc penser que TEAD n’est pas indispensable au processus de
dissémination métastatique dans I'ostéosarcome. Cependant, nous n’observons pas le méme
profil d 'expression génique entre les cellules YAP-S94A et les cellules YAP-S127A. En effet, les
deux types de mutation entrainent un enrichissement de génes liés a la migration cellulaire,
mais ces genes sont en partie différents. Méme si on ne peut pas exclure le réle de TEAD dans
le processus de migration cellulaire, la protéine n’est toutefois pas indispensable. Smad3
pourrait compenser I'absence d’interaction avec TEAD pour mettre en place les processus de
migration cellulaire. De facon trés intéressante, nous observons chez nos 2 modeles
surexprimant YAP une expression et une activité plus importante des MMPs en réponse au
TGF-B que les cellules KHOS contréle, effet accentué chez le modéle YAP-S94A lorsque YAP
n’interagit pas avec TEAD. On retrouve les mémes résultats au niveau de I'expression des
genes impliqués dans 'EMT. Lorsque YAP ne peut pas interagir avec TEAD, la protéine est
sGrement totalement disponible pour interagir avec Smad3. Cela doit également dépendre du
microenvironnement spécifique de l'ostéosarcome. En effet le TGF-B présent dans le
microenvironnement tumoral de I'ostéosarcome s’accompagne de la nucléarisation de Smad3
dans les cellules tumorales®®, Smad3 est donc disponible pour former un complexe avec YAP

et induire 'EMT.

2) YAP et la voie Wnt/b-caténine
Notre étude a permis d’identifier le réle majeur de YAP dans I'induction de 'EMT via Smad3.
Néanmoins la voie de signalisation Hippo fait partie d’'un réseau complexe composé d’une
multitude de voies de signalisation, comme la voie Wnt/b-caténine. Il est admis que la voie de
signalisation Wnt/b-caténine coopére avec la voie Hippo dans le contexte de la fibrose, c’est

également un acteur connu dans le processus de migration cellulaire de différents carcinomes

83,88,160,326,327

L’analyse du transcriptome des cellules mutantes surexprimant YAP a permis l'identification
d’une signature Wnt, indépendamment de la capacité de YAP a interagir avec TEAD. Ces

résultats, ajoutés aux expériences de PLA et de luciférase, indiquent I’existence d’interactions
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fonctionnelles entre YAP et la B-caténine, permettant I'activation de génes impliqués dans
différentes fonctions biologiques. Les genes BAMBI et SULF2 font partis des genes cibles de
Wnt les plus différentiellement exprimés dans nos modeles cellulaires (Figure 20), et sont
impliqués dans le processus d’'EMT328-331 Nos résultats semblent indiquer que ces génes sont
également une cible de YAP. Le role de ces protéines dans |'ostéosarcome reste cependant a

élucider.
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Figure 20 : YAP entraine 'expression de genes cibles de la voie Wnt/B-caténine

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de BAMBI et SULF2 extrait du RNA-sequencing a partir des cellules
d’ostéosarcome KHOS transduites avec -YAPS127A, -YAPS941 et Mock.

Il serait pertinent d’étudier le réle exact que joue YAP dans la signalisation médiée par
Whnt/Bcaténine, notamment dans le processus de migration cellulaire. Il existe de nombreux
inhibiteurs de cette voie de signalisation, certains utilisés en essai clinique. L'utilisation d’un
inhibiteur du récepteur Frizzled dans les cellules d’ostéosarcome surexprimant YAP pourrait
nous donner plus d’informations sur la fonction de Wnt/Bcat. En effet, en inhibant la voie de
signalisation Wnt dans ces cellules, de la méme maniére que nous avons utilisé le SD-208 pour
inhiber le TGF-B, la migration des cellules médiée par YAP pourrait étre ralentie. Des
expériences in vitro et in vivo pourront confirmer ces hypothéses, notamment grace a des
tests de migration en temps réel. Pour aller plus loin, une analyse du transcriptome haut débit
en RNA-seq, apres l'inhibition de la voie Wnt, nous aiderait a déterminer les cibles

transcriptionnelle spécifiques de I'interaction entre YAP/Bcaténine. In vivo, |'utilisation d’un
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inhibiteur pharmacologique nous donnerait des informations essentielles quant au role de la
voie Wnt/Bcat dans la dissémination métastatique de I'ostéosarcome. Toutefois, cette voie de
signalisation est également connue pour son role dans la prolifération des cellules tumorales.
Si I'inhibition de Wnt résulte en l'inhibition de la croissance tumorale comme de la
dissémination métastatique, il sera difficile d’établir son role précis dans la migration

cellulaire?®3.

YAP serait un acteur central jouant un réle important dans la signalisation médiée par
le TGF-B et Wnt. La voie de signalisation Hippo pourrai soutenir chacune de ces voies de

signalisation dans les processus biologiques auxquelles elles sont associées.

B. YAP induit un changement phénotypique pro-migratoire dans

I’ostéosarcome

La réorganisation de I'architecture du cytosquelette d’actine et des complexes de
polarité est essentielle a I'EMT et a la migration cellulaire. Les cellules tumorales changent de
forme, s’allongent et leur polarité est modifiée. Les cellules qui subissent I'EMT réorganisent
leur cytosquelette d’actine permettant ainsi I’élongation et la mobilité des cellules. Les
membranes cellulaires s’enrichissent en actine pour créer des projections et faciliter le
mouvement de la cellule. Ces processus sont associés a I'augmentation de la contractilité de
la cellule et a la formation de fibres de stress®32. Plusieurs protéines régulatrices du
remodelage du cytosquelette ont été identifiées, notamment la myosine, mais les
mécanismes d’actions de ces régulateurs pendant 'EMT restent a élucider. Plusieurs études
ont associé 'activité de YAP a la stabilité du cytosquelette d’actine, majoritairement via le

contrdle des RHO GTPasel23:333-335,

La surexpression de YAP, indépendamment de sa capacité a interagir avec TEAD, entraine un
changement morphologique des cellules tumorales d’ostéosarcome in vitro, elles ont un profil
plus allongé, associé a un remodelage du cytosquelette. L’analyse transcriptomique révele un
enrichissement des genes liés aux points focaux d’adhésion. Les mécanismes par lesquels YAP
controéle le remodelage du cytosquelette d’actine ne sont pas encore totalement élucidés et
nous avons identifié pour la premiére fois le role majeur de YAP dans ce processus. En effet,

les études déja publiées montrent le réle pro migratoire de YAP et I'influence du cytosquelette
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d’actine sur la localisation nucléaire de YAP, mais la réciproque n’avait pas été

démontrée125,298,334,336

Dans nos modeéles, la surexpression de YAP dans |'ostéosarcome peut augmenter la
dissémination métastatique par plusieurs mécanismes, d’abord en initiant 'EMT en coopérant
avec d’autres voies de signalisation comme expliqué précédemment, mais aussi en modifiant
le cytosquelette pour aider les cellules a obtenir un phénotype pro-migratoire. On peut se
demander sile remodelage du cytosquelette d’actine est une conséquence de la mise en place
de 'EMT ou bien de l'activité transcriptionnelle directe de YAP. Dans notre systeme de
surexpression stable, on ne peut pas déterminer les mécanismes exacts d’action de YAP. Il
serait tres intéressant d’utiliser des outils moléculaires stables tels que des shRNA inductibles,
ou bien transitoires comme des siRNA, dirigés contre YAP. En effet, il sera alors possible de

suivre la cinétique d’action de YAP dans les processus d’'EMT et de migration cellulaire.

On peut imaginer un systéme dans lequel YAP a 'aide de différents facteurs de transcription
initie I'EMT et I'expression de différents genes indispensables a ce processus. La cellule
tumorale doit maintenir ce phénotype pro-migratoire, pour cela les changements
morphologiques de la cellule associés a la formation de fibres de stress initiés par 'EMT
pourraient renforcer la localisation nucléaire de YAP qui, via I'expression de différents genes,
maintiendrait le cytosquelette d’actine organisé et favoriserait la formation des complexes de
points focaux d’adhésion. Ces processus pourraient induire une boucle de rétrocontrdle

positive sur la migration des cellules tumorales.

C. YAP induit le remodelage de la MEC

Les composants du stroma tumoral, qui constituent le microenvironnement tumoral,
sont composés de la MEC, des vaisseaux sanguins et lymphatiques et des cellules stromales
comprenant les cellules endothéliales, les cellules immunitaires et les fibroblastes associés au
carcinomes (FACs)337:338, Les fibroblastes sont activés par des facteurs solubles tels que le TGF-
B et produisent des protéines de la MEC. Le microenvironnement tumoral rigide est favorable
a la prolifération cellulaire et a la migration des cellules tumorales mais permet également la
prolifération des FACs. Comme décrit auparavant, I'activité de YAP est régulée par la rigidité
de la MEC, favorisant la survie des cellules tumorales?®. Dans le contexte du

microenvironnement de l'ostéosarcome, la MEC joue un rbéle majeur notamment en
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permettant le stockage de nombreuses protéines et cytokines pro-migratoires tels que les

MMPs et le TGF-B°°,

De maniére tres intéressante, nous avons observé la formation excessive de matrice
extracellulaire riche en collagéne dans les tumeurs formées a partir des modeles cellulaires
surexprimant YAP. De plus, I'analyse transcriptomique de nos modeles cellulaires a permis
d’identifier le r6le de YAP dans la production de génes participant a la formation de la MEC
tels que les collagénes ou les laminines, indépendamment de son interaction avec TEAD. Nos
résultats semblent étre en accord avec une étude menée en 2014 par Chang et al. Dans le
cancer du sein, ’homologue de YAP, TAZ, induit I’expression de génes composant de la MEC3%,
Le role du TGF-B et de la B-caténine dans la formation de MEC étant largement décrit,
spécifiquement dans la fibrose'®®, nous avons étudié dans notre contexte les interactions
potentielles entre la voie de signalisation Hippo et les voies du TGF-B/Smad3 et Wnt/B-
caténine. Comme décrit précédemment, nous avons identifié un complexe fonctionnel
YAP/Smad3 dans 'ostéosarcome, associé a I’expression d’une signature génique spécifique du
TGF-B. De facon intéressante, on retrouve parmi cette signature génique des génes
indispensables a la formation de la MEC qui sont également des cibles du TGF-B. Nous avons
également décrit un complexe YAP/B-caténine fonctionnel dans les cellules d’ostéosarcome
in vitro. |l est admis que la voie Wnt/B-caténine induit le remodelage de la MEC en augmentant
I’expression des composants de la matrice. Etudier les roles précis des complexes YAP/Smad3
et YAP/B-caténine dans la formation de MEC et le maintien d’un microenvironnement tumoral
propice a la migration et la dissémination métastatique pourrait nous apporter de nouvelles

informations essentielles a la compréhension du développement de I'ostéosarcome.

Enfin, il a été également démontré que la rigidification de la MEC entraine la
prolifération des FACs dans le microenvironnement tumorale résultant a la sécrétion de
protéines de la matrice. Ce phénomeéne favorise d’autant plus le caractére rigide de la MEC,
YAP se nucléarise alors dans les cellules tumorales qui produisent a leur tour des protéines de
la matrice, établissant un cercle vicieux entre les cellules tumorales et leur
microenvironnement. |l serait intéressant d’étudier le role de YAP dans cet aspect de la
progression tumorale de ['‘ostéosarcome, notamment en isolant les cellules du
microenvironnement tumoral in vivo dans les tumeurs formées a partir de nos modeles

cellulaires surexprimant YAP.
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D. YAP semble stimuler I'angiogenése dans I'ostéosarcome

L’angiogenese tumorale est essentielle au maintien de la tumeur primaire et a la
dissémination métastatique de I'ostéosarcome. La mise en place de vaisseaux sanguins autour
de la tumeur permet aux cellules tumorales de passer dans la circulation sanguine et envahir
des tissus secondaires’1349, Etant donné le réle de YAP dans I'angiogenése 174176311 et |3
capacité des cellules tumorales surexprimant YAP a métastaser, il serait intéressant d’étudier

I'implication exact de YAP dans |'angiogenése tumorale.

De facon tres intéressante, nous avons identifié une signature génique associée a
I’'angiogenese dans nos modeles cellulaires surexprimant YAP, indépendamment de sa
capacité a interagir avec TEAD (Figure 21A). Il sera nécessaire de confirmer ces résultats
préliminaires. En analysant le milieu conditionné des cellules surexprimant YAP nous pourrons
identifier des marqueurs pro-angiogéniques. De plus, des tests de tubulogeneése in vitro avec
ce méme milieu conditionné nous permettront de confirmer le réle fonctionnel de YAP dans
la formation de néovaisseaux. Enfin, il sera indispensable d’étudier les marqueurs de
I’'angiogenese par immunohistochimie sur les tumeurs formées a partir de nos modeles

cellulaires.

Nous avons identifié deux genes différentiellement exprimés dans nos modéles
cellulaires, CXCL1 et CXCLS8, connus pour leurs propriétés pro-angiogéniques via la stimulation
des cellules endothéliales en se liant a leurs récepteurs spécifiques341-344(Figure 21B). Ces
résultats sont particulierement intéressants au vu des données présentes dans la littérature.
En effet, une étude publiée par Deng et son équipe décrit le role de ces chimiokines dans
I’angiogenése tumorale du cancer du sein3*. Il serait intéressant de confirmer ces résultats au
niveau protéique en analysant leur concentration dans les milieux conditionnés des cellules
tumorales, puis d’associer des tests de tubulogenése a un inhibiteur spécifique des récepteurs

CXCRs.

Toutefois la signature pro-angiogénique que I'on retrouve dans nos modeéles cellulaires
n’est peut-étre pas une conséquence directe des capacités transcriptionnelle de YAP mais une

conséquence de I'activation d’autres voies pro-tumorales telles que la voie des
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PI3K/AKT/mTOR ou KRAS/MAPK, connues pour leurs implications dans I’angiogenése

tumorale.
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Figure 21 : La surexpression de YAP s’accompagne d’une signature génique pro-
angiogénique

A. Graphique représentant le score d’enrichissement de I'analyse GSEA montrant une surexpression significative de génes
associés a I'angiogenése dans les cellules d’ostéosarcome KHOS transduites avec YAPS127A et YAPS94A en comparaison aux
cellules KHOS-Mock. B. Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de CXCL1l et CXCL8 extrait du RNA-sequencing a partir
des cellules d’ostéosarcome KHOS transduites avec -YAPS127A, -YAPS941 et Mock.

E. Conclusion

Notre étude s’est focalisée sur les interactions entre la voie de signalisation Hippo et
la voie du TGF-B dans les processus pro-migratoires de I'ostéosarcome. Cependant, malgré la
capacité des cellules tumorale a migrer et former des métastases en I'absence de TEAD, le
complexe YAP/TEAD est tout de méme un moteur non négligeable dans le développement
tumoral de I'ostéosarcome. TEAD est d’abord indispensable a I'induction de la prolifération
cellulaire médiée par YAP, et de nombreuses études ont décrit le réle de ce facteur de
transcription dans les processus de migration cellulaire, EMT, et dissémination métastatique

en cancérologie.

Nos travaux ont permis d’identifier le réle des autres partenaires de YAP dans des
processus clés du développement de I'ostéosarcome, en placant YAP comme acteur central
de la progression tumorale via ses différents facteurs de transcription. Cibler spécifiguement

YAP dans 'ostéosarcome semble ouvrir des perspectives thérapeutiques intéressantes étant
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donné les réles multiples de ce cofacteur de transcription, notamment pour les patients

métastatiques.
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Figure 22 : Schéma récapitulatifs du réle de YAP dans la croissance tumorale et la
dissémination métastatique dans I'ostéosarcome.
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lll.Mécanismes de résistance dans I'ostéosarcome

La rechute et la résistance aux traitements de chimiothérapie sont deux des principales
raisons de l'incapacité a éradiquer le cancer. L'utilisation des premieres chimiothérapies
combinées dans les années 1960 a marqué un changement dans le traitement du cancer,
rendant cette pathologie curable. La combinaison de plusieurs chimiothérapies a montré sa
supériorité face a I'utilisation d’une seule molécule via de multiples mécanismes. Elle permet
de cibler plusieurs cibles thérapeutiques simultanément, réduit les effets secondaires,
diminue le dosage de chaque molécule, mais prévient aussi de la résistance aux
chimiothérapies. Malgré cela, la résistance acquise se développe irrémédiablement a
I'exposition de certaines chimiothérapies?'6218345 |3 réponse clinique aux agents de
chimiothérapie dans le traitement des cancers métastatiques ou en rechute est trés faible34°,
Cela suggere qu’une résistance acquise ou innée survient presque inévitablement chez ces
patients. L’aptitude des cellules tumorales a muter et a esquiver les agents de chimiothérapies
peut expliquer certains phénomenes de résistance. Les cellules tumorales peuvent développer
des résistances aux drogues dus a des facteurs intrinséques, tels que des mutations,
translocations, événements épigénétiques, via des facteurs extrinséques tels que I'hypoxie, le
pH du milieu extracellulaire, les hormones, les agents antinéoplasiques, mais aussi aux
diverses cytokines présentes dans le microenvironnement tumoral. Enfin, I’hétérogénéité
tumorale et la multiplication des mutations génétiques sont associées a |'apparition de

résistances acquises?16-218,

Les agents de chimiothérapies cytotoxiques les plus utilisés sont des composants
chimiques tuant les cellules tumorales plus efficacement que les cellules saines. Cependant
les connaissances en cancérologie se sont considérablement développées et ont mené a la
découverte de molécules anticancers ciblant des voies de signalisation trés spécifiques, qu’on
nomme thérapie ciblée 216347 Les mécanismes de résistances divergent entre les agents
cytotoxiques et les thérapies ciblées. Les défauts de transporteurs ABC, les mécanismes de
détoxification enzymatique, et les mécanismes de réparation a ’ADN sont majoritairement
des mécanismes associés aux agents cytotoxiques, tandis que les thérapies ciblées sont
souvent associées a des mécanismes de résistances moléculaires via différentes voies de

signalisation?1®,
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Une des premieres causes d’échec thérapeutique dans |'ostéosarcome est le
développement de résistance aux agents anticancers. La majorité des protocoles utilisent un
cocktail de chimiothérapies trés agressives constituées de cisplatine, doxorubicine et
méthotrexate a haute dose’3%, 'utilisation de thérapies ciblées dans I'ostéosarcome est
difficile compte tenu des nombreuses aberrations génétiques retrouvées dans les tumeurs.
Toutefois, plusieurs molécules sont utilisées en essai clinique dans le cadre d’échec
thérapeutique aux agents conventionnels®346348 | e développement de résistances multiples

est I'obstacle majeur dans le traitement des ostéosarcomes.

Etant donné les études émergentes sur le role de YAP dans de multiples mécanismes
de résistances aux chimiothérapies, cibler cette protéine dans |I'ostéosarcome pourrait en plus
d’inhiber les processus clés du développement tumorale, cibler les cellules résistantes aux
agents de chimiothérapies dans le but de resensibiliser les cellules tumorales aux drogues

cytotoxiques.

A. La voie Hippo dans la résistance de I'‘ostéosarcome aux

chimiothérapies

Au sein du laboratoire, des lignées cellulaires d’ostéosarcomes résistantes a la
cisplatine et a la doxorubicine ont été générées via I'administration de doses progressives
d’agents de chimiothérapie. Les cellules tumorales résistent a des concentrations de drogues
jusqu’a 200 fois supérieurs aux concentrations efficaces médianes (Figure 23). Des analyses

transcriptomique haut débit ont été réalisées sur ces cellules.
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Figure 23 : Tests de viabilité sur lignées d’ostéosarcome résistantes a la cisplatine et a
la doxorubicine

Les cellules d’ostéosarcome HOS naives et des cellules HOS résistantes a la cisplatine et a la doxorubicine ont été traitées avec

respectivement de la cisplatine et de la doxorubicine aux doses indiquées, un crystal violet a été réalisé aprés 72H

L'analyse bio-informatique des RNAseq réalisés sur les cellules résistantes a la
cisplatine ont révélé un enrichissement de la signature génique Hippo comparé aux cellules
contréle. On observe notamment I'augmentation de |'expression des genes cibles CTGF,
CYR61, BIRC5 et PAI-1 dans les cellules résistantes a la cisplatine comparé aux cellules naives
(Figure 24). De facon tres intéressante, les kinases inhibitrices MST1 et LATS sont, elles,
inhibées dans les cellules résistantes a la cisplatine, ce qui pourrait étre une explication de la
surexpression des genes cibles de la voie Hippo (Figure 25). La voie de signalisation Hippo

semble inactive dans le modele cellulaire résistant a la cisplatine.

14 * 13 *

- n
w © -
. o x
2 > FERE c 12 5
o o o % o <
- - - 12 - 11
o o ) ) .
o~ ~ o~ 4 N o had
o o o 11 o
) o ) e )
-l - - -1
10
y R R
& 2 S e
> o() [ 5 Q o
0° o O o
¥ o? ?® Q&
_ R R

Figure 24 : Surexpression des genes cibles de la voie Hippo dans les lignées
résistantes aux chimiothérapies comparées aux cellules naives.

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de CTGF, CYR61, PAI-1 et BIRC5 extrait du RNA-sequencing a partie des cellules

d’ostéosarcome naives, résistantes a la doxorubicine ou a la cisplatine.
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Figure 25 : Inhibition de I'expression des kinases inhibitrices de la voie Hippo
dans les lignées résistantes aux chimiothérapies comparées aux cellules naives.

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de MST1 et LATS1 extrait du RNA-sequencing a partie des cellules

d’ostéosarcome naives, résistantes a la doxorubicine ou a la cisplatine.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer les mécanismes moléculaires menant a la
résistance des cellules d’ostéosarcome a ces molécules. Comme expliqué auparavant, YAP
pourrait étre un acteur central dans la résistance a la chimiothérapie, d’abord en induisant
I'expression de génes codant pour les transporteurs ABC, via le remodelage de la matrice
extracellulaire mais aussi en activant les voies de signalisations de survie MAPK et PI3K afin de

contourner les agents cytotoxiques.

1) YAP et les transporteurs ABC

Les résistances via la surexpression de transporteurs ABC sont les mieux décrites dans
la littérature. Lorsque le spectre de résistance est tres large, que les cellules tumorales ne sont
pas plus résistantes a un agent cytotoxique qu’un autre, on appelle ce phénomeéne « multidrug
resistance » (MDR)3%’. Les transporteurs ABC ont été les modéles de MDR les premiers décrits
et les plus étudiés. lls peuvent capter les agents cytotoxiques et les transporter directement
dans le milieu extracellulaire3*®3%2, Ce mécanisme est la principale cause d’échec
thérapeutiques aux agents cytotoxiques et des inhibiteurs des transporteurs ABC ont été
testés. Ills montrent cependant une toxicité tres importante. De fagon particulierement
intéressante, nous observons une forte surexpression de deux genes codant pour deux
transporteurs ABC (Figure 26) largement décrit dans les mécanismes de résistances aux agents

cytotoxiques. Certaines études démontrent I'implication de YAP en tant que régulateur positif
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de l'expression de ces transporteurs en réponse a des agents cytotoxiques ciblant les
microtubules ou le métabolisme 3°3-3%, Par ailleurs, une étude publiée en 2016 montre que
I'utilisation d’'un CRISPR-Cas9 dirigé contre ABCB1 dans |'ostéosarcome resensibilise des
cellules tumorales résistantes a la doxorubicine in vitro3>1. Bien que ce mécanisme n’ait pas
été décrit dans le contexte de résistance induite par la cisplatine, nos résultats préliminaires
semblent étre en accord avec les résultats déja publiés dans la littérature. Il faudra bien sir
confirmer ces résultats au niveau protéique et fonctionnel, notamment a I'aide d’inhibiteur
de YAP et des inhibiteurs de transporteurs déja utilisés en essais cliniques. Enfin il serait
intéressant d’analyser l'activité des transporteurs ABC dans les lignées résistantes aux

chimiothérapies
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Figure 26 : YAP semble augmenter I'expression des transporteurs ABC

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de ABCB1 et ABCG2 extrait du RNA-sequencing a partie des cellules
d’ostéosarcome KHOS transduites avec -YAPS127A, -YAPS941 et Mock.

2) YAP et la voie des PI3K
Nos résultats précédents ont montré que la surexpression de YAP dans |'ostéosarcome était
associée a la surexpression de Aktl qui est un acteur majeur de la voie de survie PI3K. Des
résultats préliminaires indiquent une surexpression de AKT1 dans les cellules résistantes a la
doxorubicine, ainsi que AKT1 et mTOR dans les cellules résistantes a la cisplatine (Figure 27).
Ces résultats préliminaires sont particulierement intéressants et sont en accord avec une
étude publiée récemment dans laquelle YAP permettrai d’induire la résistance a un inhibiteur

de RAF en activant la voie de survie PI3K3>6:357,
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Il serait trés intéressant de confirmer d’abord ces résultats au niveau protéique et
fonctionnel, a I'aide de western blot, mais aussi d’analyser tous les acteurs de la voie de
signalisation PI3K dans les différents modeéles cellulaires de résistance. Utiliser un inhibiteur
de YAP dans ces lignées d’ostéosarcome pourrait permettre de livrer de nouvelles
informations quant au role de la voie Hippo dans la voie PI3K. De facon intéressante la voie
PI3K/AKT/mTOR est 'une des plus dérégulées lors de la tumorigénése mais aussi dans les

mécanismes de résistance apres traitement.

Nos résultats semblent s’accorder avec les données déja publiées dans la littérature.
L’activation aberrante de PI3K/mTOR est fréquente dans de nombreux cancers et représente
une cible thérapeutique attractive®8. Cependant, des phénoménes de résistance arrivent
presque inévitablement a la suite de thérapies ciblant cette voie de signalisation. Ces
résistances apparaissent également aprés I'utilisation d’agents cytotoxiques tels que la
cisplatine ou la doxorubicine, les cellules mettent en place des mécanismes de compensation
en activant des voies de signalisation de survie et de prolifération cellulaire?16347:35 || serait
intéressant d’utiliser un inhibiteur de PI3K/AKT/mTOR en combinaison avec un inhibiteur de
la voie Hippo pour déterminer le réle précis de ces voies de signalisation dans les mécanismes
de résistance a la cisplatine. En effet, |'utilisation de ces inhibiteurs pourrait empécher les
cellules tumorales de développer des mécanismes de survie face aux agents cytotoxique. Il
reste cependant un enjeu majeur dans I'utilisation d’inhibiteur spécifiques. En effet il n’existe
pas encore d’inhibiteur spécifique et efficace de I'activité de YAP validé in vitro et in vivo. Les
inhibiteurs connus de PI3K/AKT/mTOR présentent une haute toxicité, seuls 4 inhibiteurs ont
été autorisés par la FDA et indiqués dans le traitement de cancers dans le contexte de
thérapies ciblées3>°3€0, Certaines de ces molécules ont été testées dans le cadre d’essais
cliniques incluant des patients atteints d’ostéosarcome en rechute. Un essai clinique mené en
France a montré I'efficacité supérieur d’'une combinaison de rapamycine, I'inhibiteur de mTOR
le plus ancien, associé ou non a des cyclophosphamide en comparaison a l'utilisation
d’inhibiteurs des tyrosines kinases 301362, De plus, une seconde étude incluant des patients
atteint de sarcomes utilisant un autre inhibiteur de mTOR, le ridaforolimus, confirme

I'efficacité de cette thérapie ciblée 33,
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Enfin, au vu des nombreux phénomenes de résistance accompagnant I'utilisation d’inhibiteurs
de la voie PI3K, utiliser ces molécules pour contourner un phénomeéne de résistance a des

agents cytotoxiques pourrait également induire des mécanismes de résistances spécifiques.
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Figure 27 : La résistance a la chimiothérapie semble augmenter la signalisation PI3K
dans I'ostéosarcome

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de Akt1 et mTOR extrait du RNA-sequencing a partie des cellules d’ostéosarcome
naives, résistantes a la doxorubicine ou a la cisplatine.

Les agents cytotoxiques perturbent I'expression de nombreux génes et induisent de
nombreuses mutations dans les cellules tumorales. Les mécanismes de résistance les plus
courant sont souvent associés a la réparation de I’ADN et a la détoxification des cellules a
I'aide des transporteurs ABC. La combinaison de thérapies cytotoxiques associées a des
thérapies ciblées était une théorie trés prometteuse dans le traitement des résistances,
malheureusement la plupart des inhibiteurs aux transporteurs ABC et les inhibiteurs des PI3K
sont trés toxiques et ne sont pas retenus apres les essais cliniques de phase Il. Cibler une
protéine en amont telle que YAP a 'aide d’inhibiteurs tres spécifiques pourrait diminuer les
effets secondaires liés aux toxicités de ces médicaments. Toutefois la production d’inhibiteurs

spécifiques de YAP reste un enjeu majeur en pharmacologie.?'®

3) YAP et la matrice extracellulaire
Le microenvironnement tumoral joue un réle déterminant dans les phénomeénes de
résistance. La voie de signalisation Hippo étant sensible aux changements de rigidité de la
MEC, il semble pertinent d’étudier d’éventuels changement dans I’expression de génes de la

MEC dans les lignées résistantes aux chimiothérapies.3%*

De facon particulierement
intéressante, les cellules résistantes aux chimiothérapies présentent une augmentation de

I’'expression de génes participant a la formation de la MEC tels que Col5A2, Col7A1, FBN1 et
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FBN2 (Figure 28). Ces résultats préliminaires sont a mettre en paralléle avec nos données
obtenues précédemment. Nous avons montré que l'utilisation d’un modele cellulaire de
surexpression de YAP in vivo s’accompagne d’'une formation excessive de MEC associé a
I’expression de nombreux génes de la matrice. Ces nouvelles données sont particulierement
intéressantes, la MEC jouant un r6le majeur dans le microenvironnement tumoral. Dans les
tumeurs solides I'augmentation de la MEC crée une barriere physique entre les cellules
souches tumorales et les agents de chimiothérapie. Ces données sont particulierement vraies
dans le contexte de I'ostéosarcome dans lequel le microenvironnement tumoral et les

composants de la MEC jouent un réle prédominant dans la progression tumorale?276:365,

Un cercle vicieux pourrait s’établir entre les cellules tumorales et leur microenvironnement.
YAP en stimulant une production excessive de matrice désensibilise les cellules tumorales aux
agents de chimiothérapie et rigidifie le milieu extracellulaire ce qui s’accompagne de la
nucléarisation de YAP, qui a son tour induit une production de MEC. Cibler YAP a I'aide d’un
inhibiteur pharmacologique pourrait inhiber la production de MEC favorable a la fois la

migration cellulaire et a la résistance aux chimiothérapies.
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Figure 28 : La résistance a la chimiothérapie semble augmenter I'expression de génes
de la MEC dans |'ostéosarcome

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de Col5A2, Col7A1, FBN1 et FBN2 extrait du RNA-sequencing a partie des cellules

d’ostéosarcome naives, résistantes a la doxorubicine ou a la cisplatine.
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4) YAP et le cytosquelette d’actine
Etant donné nos précédents résultats associant YAP au remodelage du cytosquelette d’actine
dans l'ostéosarcome, et les données indiquant le réle du remodelage du cytosquelette
d’actine dans les phénomeénes de résistance3®367 nous avons analysé 'expression de génes
clés de ce processus dans les lignées résistantes. De maniere particulierement intéressante,
certains genes impliqués dans la formation de fibres de stress tels que PAK3 ou ACTN1, ou
d’autres génes impliqués dans I'adhésion du cytosquelette avec la matrice tels que ITGBS8 ou
ITGAE, sont largement surexprimés dans les cellules résistantes aux chimiothérapies368-371

(Figure 29).

Ces résultats encourageants pourraient expliquer un mécanisme par lequel la voie Hippo
confere une résistance aux agents cytotoxiques. Il sera nécessaire de confirmer ces résultats

au niveau transcriptomique et protéique.

De facon intéressante nous avons démontré dans nos travaux le role de YAP dans la formation
de MEC et dans le remodelage du cytosquelette d’actine dans I'ostéosarcome. Ensemble, ces
données semblent en accord avec une étude publiée en 2016 par Kim et al. lls ont montré que
la régulation de la YAP par des mécanismes de mécanotransduction était essentielle dans les
phénomeénes de résistance. Deux événements se produisent dans les cellules de mélanome
BRAF mutante a mesure qu'elles acquiérent une résistance a l'inhibiteur de BRAF: la
formation de fibre de stress d’actine s’accompagnant de la nucléarisation de YAP?%>, || semble

que l'activation de YAP soit la conséquence d’'une augmentation de la rigidité de la MEC.

Il est admis que la formation excessive de fibre de stress nucléarise YAP%4 et on peut encore
une fois imaginer une boucle de rétrocontréle positive entre I'activité de YAP et le remodelage
du cytosquelette. Ce processus pourrait permettre aux cellules tumorales, en plus de migrer

et métastaser, d’échapper aux agents de chimiothérapie.
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Figure 29 : La résistance a la chimiothérapie semble augmenter I'expression de génes
du cytosquelette dans I'ostéosarcome

Expression médiane exprimée en Log2(FPKM) de PAK3, ITGB8, ACTN1, THBS1 et ITGAE extrait du RNA-seq a partie des cellules
d’ostéosarcome naives, résistantes a la doxorubicine ou a la cisplatine.
Ces résultats sont trés encourageants et nous confortent a étudier le role de YAP et de

la voie dans les mécanismes moléculaires entrainant la résistance aux agents de

chimiothérapie.

B. Etude d’un inhibiteur de YAP dans la résistance de I’ostéosarcome aux

agents cytotoxiques.

Etant donné les études déja publiées sur le réle de YAP dans certains mécanismes de
résistance, et les résultats préliminaires des lignées d’ostéosarcome résistantes a la cisplatine
et doxorubicine, nous avons commencé a étudier I'inhibition de YAP en synergie avec ces
agents cytotoxiques, a 'aide d’une nouvelle molécule, le CA3 (Figure 30A). Cette molécule a
été découverte récemment pour son role d’inhibiteur de l'interaction YAP/TEAD dans le
contexte de 'adénocarcinome de I'cesophage®’2. De facon particulierement intéressante, le
CA3 présente non seulement une forte efficacité d’inhibition de la croissance tumorale dans

ce cancer, mais aussi potentialise la réponse aux agents de chimiothérapie ou I'on observe
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une rémission de la tumeur. Au vu de l'intérét de I'inhibition de YAP dans I'ostéosarcome et
des effets synergiques du CA3 l'adénocarcinome de l'cesophage, nous nous sommes
intéressés au potentiel de cette molécule dans I'ostéosarcome, et plus particulierement dans

la réponse aux agents de chimiothérapie3’2.

Des expériences préliminaires de PLA montrent que le CA3 est capable d’inhiber les
interactions YAP/TEAD dans 'ostéosarcome (Figure 30B). Des expériences de RT-qPCR sur les
génes cibles de YAP, Cyr61 et CTGF, montrent que cette inhibition est fonctionnelle (Figure
30C). La croissance tumorale étant I'un des processus clés du développement tumoral, nous
avons étudié I'effet du CA3 sur la prolifération in vitro des cellules d’ostéosarcome. L’analyse
de la prolifération cellulaire en cristal violet révele le réle cytotoxique du CA3 dans
I’ostéosarcome, s’accompagnant d’un blocage du cycle cellulaire en phase G2M (Figure 30D
et 30E). Enfin, I'analyse par cytométrie en flux montre que le CA3 induit 'apoptose dans les
cellules d’ostéosarcome in vitro (Figure 30F). Ces résultats sont confirmés grace a des tests
d’activité des caspases 3/7 aprés 24H de traitement au CA3. Nos résultats indiquent
I'augmentation de l'activité de ces caspases apres le traitement au CA3 de facon dose

dépendante (Figure 30G).
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Figure 30 : Le CA3 semble inhiber la voie de signalisation Hippo et la prolifération
cellulaire in vitro dans |'ostéosarcome

A Représentation d’une molécule de verteporfine. B. Des cellules HOS-MNNG ont été traitées 24H avec ou sans CA3 (0.5 uM),
les ponctuations représentent la forte proximité entre les protéines YAP et TEAD déterminée par proximity ligation assay. C.
Des cellules HOS-MNNG ont été traitées 6H au CA3 aux doses indiquées. Le niveau d’expression relatif de ’ARNm d’un géne
cible spécifique de la voie Hippo, Cyr61 a été déterminé par RT-PCR quantitative. D. Trois lignées d’ostéosarcome HOS-MNNG,
MG-63 et G-292 ont été traitées au CA3, un cristal violet a été réalisé aprés 72H. E. Des cellules HOS-MNNG ont été traitées
16H au CA3 a une dose de 1,5 uM. Elles ont été ensuite marquées a I'iodure de propidium, un intercalant de I’ADN, puis
analysées en cytométrie de flux. Les différentes phases du cycle cellulaire sont représentées avec les pourcentages de cellules
dans chaque phase du cycle. F. Des cellules HOS-MNNG ont été traitées 16H au CA3 a une dose de 1,5 uM. Elles ont été ensuite
marquées a I’Annexine-V FITC et au SYTOX red, puis analysées en cytométrie de flux. G. Des cellules d’ostéosarcome HOS-
MNNG, MG-63 et G-292 ont été traitées 24H au CA3 aux doses indiquées, I'activité des caspases 3 et 7 ont été mesurées et

sont représentées sur les histogrammes
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Le CA3 potentialisant la réponse aux agents de chimiothérapie dans le contexte de
I’adénocarcinome de I'cesophage et au vu des résultats obtenus dans les cellules résistantes a
la cisplatine, nous avons étudié les effets de I’association du CA3 avec cet agent de

chimiothérapie.

Apres 48H de traitement au CA3, a la cisplatine, ou avec une combinaison des deux
drogues, on observe une inhibition de la prolifération cellulaire a des doses ou ces deux
drogues n’ont habituellement peu d’effets. La méthode analytique de Chou-Talalay nous a
permis d’identifier une synergie des deux molécules sur l'inhibition de la prolifération
cellulaire in vitro 373(Figure 31A). Ces résultats nous confortent dans I'idée d’étudier les effets
de cette nouvelle molécule seule ou en association avec des agents de chimiothérapie dans
I’ostéosarcome. Nous avons initié des expérimentations préliminaires in vivo dans un modele
murin d’ostéosarcome afin de déterminer les doses d’inhibiteur a utiliser. Ce premier résultat
montre |'efficacité du CA3 a inhiber la croissance tumorale in vivo dans I'ostéosarcome (Figure

32B).

Grace a des expérimentations de prolifération cellulaire in vitro et de croissance
tumorale in vivo, nous avons pu déterminer les doses d’agents de chimiothérapie adaptées a
un modele murin d’ostéosarcome (Figure 31C et 31D). En effet, il serait pertinent d’étudier
dans premier temps l'effet potentialisant du CA3 in vivo en association avec ces
chimiothérapies, puis d’étudier I'efficacité du CA3 in vivo et in vitro dans les modeles
cellulaires de lignées résistantes aux chimiothérapies. Des études de combinaisons des
différentes drogues pourraient nous apporter de nouvelles informations essentielles dans le

domaine de la résistance a la chimiothérapie des cellules d’ostéosarcome.
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Figure 31 : Le CA3 inhibe la croissance tumorale de |'ostéosarcome in vivo et semble
avoir un effet synergique avec la cisplatine sur la prolifération cellulaire in vitro.

A. Des cellules d’ostéosarcome KHOS ont été traitées au CA3/cisplatin pendant 48H, un test de prolifération au cristal violet a été

effectué. Les résultats sont obtenus grdce au logiciel calcuSYN. B. Un million de cellules d’ostéosarcome HOS-MNNG ont été injectées en site

para-tibial a des souris nude. 10 jours apreés injections, les souris ont été traitées deux fois par semaine au CA3 par injection intra péritonéale

a la dose de 5 mg/kg ou avec du NaCl 0,9% + DMSO pour le groupe contréle. Les volumes tumoraux ont été mesurées a partir du ler jour et

jusqu’au 30éme jour. C. Quatres lignées d’ostéosarcome HOS-MNNG, KHOS, MG-63 et G-292 ont été traitées a la cisplatine, doxorubicine et

ifosfamide, un cristal violet a été réalisé aprés 72H. D. Un million de cellules d’ostéosarcome KHOS ont été injectées en site para-tibial a des

souris nude. 10 jours apreés injections, les souris ont été traitées deux fois par semaine a la cisplatine aux doses de 1, 4, et 6 mg/kg, a I'ifosfamide

aux doses de 10, 50 et 100mg/kg et a la doxorubicine aux doses de 1 et 2 mg/kg par injection intra péritonéale, ou avec du NaCl 0,9% pour le

groupe contréle. Les volumes tumoraux ont été mesurés a partir du ler jour et jusqu’au 30éme jour.
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L'ostéosarcome est la principale tumeur osseuse primitive maligne chez les enfants et
les adolescents pour qui le pronostic reste mauvais, en particulier lorsque des métastases sont
présentes au diagnostic. Nos travaux ont montré la corrélation entre la survie de patients
atteints d’ostéosarcome et I'expression de geénes cibles de la voie de signalisation Hippo. Ces
résultats suggérent l'intérét de cibler la voie de signalisation Hippo et notamment son

effecteur YAP dans le traitement de I'ostéosarcome.

A l'aide de différents modeles cellulaires d’ostéosarcome surexprimant différentes
formes de YAP mutées, capables ou non d’interagir avec TEAD, nos travaux ont montré : i) le
role majeur de TEAD dans la prolifération cellulaire et la croissance tumorale de
I'ostéosarcome médié par YAP. ii) le role de YAP dans la dissémination métastatique de
I'ostéosarcome indépendamment de son interaction avec TEAD. iii) I’existence des complexes
YAP/Smad3 et YAP/B-caténine fonctionnels induisant la transcription de génes impliqués dans
la migration, I'invasion, le remodelage de la MEC et du cytosquelette d’actine, processus clés

de la dissémination métastatique.

De plus, L'utilisation de la verteporfine, une benzoporphyrine connue pour son
potentiel inhibiteur de la voie de signalisation Hippo, inhibe la prolifération cellulaire in vitro
et la croissance tumorale in vivo dans I'ostéosarcome, ainsi que la migration cellulaire in vitro

et la dissémination métastatique in vivo induite par le TGF-B.

Enfin, des résultats préliminaires indiquent un role potentiel de YAP dans certains
mécanismes de résistances aux agents de chimiothérapie utilisés dans le traitement de

I’ostéosarcome.

Ensemble, ces résultats ont défini le réle spécifique de TEAD et Smad3 dans la
progression tumorale de |'ostéosarcome, et permis I'identification de YAP comme un acteur
central du développement de cette pathologie. Ainsi, YAP pourrait étre une cible

thérapeutique prometteuse dans I'ostéosarcome.
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Abstract: Osteosarcoma and Ewing sarcoma are the most common malignant primary bone tumors
mainly occurring in children, adolescents and young adults. Current standard therapy includes
multidrug chemotherapy and/or radiation specifically for Ewing sarcoma, associated with tumor
resection. However, patient survival has not evolved for the past decade and remains closely related
to the response of tumor cells to chemotherapy, reaching around 75% at 5 years for patients with
localized forms of osteosarcoma or Ewing sarcoma but less than 30% in metastatic diseases and
patients resistant to initial chemotherapy. Despite Ewing sarcoma being characterized by specific
EWSRI-ETS gene fusions resulting in oncogenic transcription factors, currently, no targeted therapy
could be implemented. It seems even more difficult to develop a targeted therapeutic strategy in
osteosarcoma which is characterized by high complexity and heterogeneity in genomic alterations.
Nevertheless, the common point between these different bone tumors is their ability to deregulate
bone homeostasis and remodeling and divert them to their benefit. Therefore, targeting different
actors of the bone tumor microenvironment has been hypothesized to develop new therapeutic
strategies. In this context, it is well known that the Wnt/(3-catenin signaling pathway plays a key role
in cancer development, including osteosarcoma and Ewing sarcoma as well as in bone remodeling.
Moreover, recent studies highlight the implication of the Wnt/f-catenin pathway in angiogenesis
and immuno-surveillance, two key mechanisms involved in metastatic dissemination. This review
focuses on the role played by this signaling pathway in the development of primary bone tumors and
the modulation of their specific microenvironment.

Keywords: Wnt/f3-catenin; bone sarcoma; bone tumor microenvironment

1. Primary Bone Tumors: Osteosarcoma and Ewing Sarcoma

Osteosarcoma and Ewing sarcoma are the most common primary bone tumors mainly occurring
in children, adolescents and young adults. Current standard therapy includes multidrug chemotherapy
and/or radiation for Ewing sarcoma, associated with tumor resection. However, the 5-year survival
rates have not been improved during the last decades reaching 70-80% for patients with localized
forms, but less than 30% in metastatic diseases and patients resistant to initial chemotherapy [1-5].

Osteosarcoma that mainly occurs at the ends of long bones is not associated with any clinical signs
except severe pain or spontaneous fracture. Osteosarcoma does not express specific oncogenic markers
but exhibits a large number and variety of genetic alterations. Ewing sarcoma is a tumor composed of
small undifferentiated round cells that can appear mainly in bones but also in soft tissues in 15% of
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cases. In contrast to osteosarcoma, Ewing sarcoma is characterized by a chromosomal translocation
between the EWSR1 and FLI1 genes in 90% of cases, or by the fusion of EWSR1 with other transcription
factors of the E26 Transformation-Specific (ETS) gene family in 10% of cases [6-8].

Despite progress in understanding the biology of osteosarcoma and Ewing sarcoma, no targeted
therapy could be currently implemented to improve patient survival. Nevertheless, the common
point between these two pediatric bone tumors is their ability to deregulate bone homeostasis and
remodeling to divert them to their benefit. Therefore, new therapeutic research is moving towards
targeting different actors of the bone microenvironment.

2. Tumor Microenvironment: Crucial Role in Bone Sarcoma Tumor Growth and Metastatic
Progression

It is well established that the bone tumor microenvironment (TME) plays a major role during
tumor initiation, progression, and metastatic processes. This very complex and dynamic environment
includes different cell types such as osteoblasts, osteoclasts, stromal cells, mesenchymal stem
cells, immune or endothelial cells and non-cellular components such as the extracellular matrix
compounds [9]. These cells are able to communicate with each other in order to influence their
behavior [10]. This microenvironment is able to support bone sarcoma primary development, resistance
to chemotherapy [11] and metastatic spread of tumor cells [12-14].

The crucial role played by the TME on sarcoma development has been recently highlighted in
several studies. As an example, a modification of the transcriptome has been observed in cell lines
established from synovial sarcomas compared to initial tumors or directly engrafted tumors in mice,
demonstrating the impact of TME on tumor behavior, particularly through interactions with the
immune system and stromal cells [15]. The bone TME is also able to affect the behavior and the fate of
tumor cells and particularly, their ability to migrate and invade new tissues. Indeed, the development
of sarcoma in orthotopic models of xenograft was associated with the establishment of metastases
whereas the subcutaneous model did not allow to observe any metastatic spread [16]. These enhanced
invasive and migratory capacities have been confirmed in a rat model of prostate carcinoma and related
to the acidification of the bone tumor microenvironment [17]. Similarly, Chattopadhyay et al. have
observed that solid sarcoma developed differentially when implanted into two different anatomical
sites, related to a greater neovascularization and the presence of tumor-associated fibroblasts and
tumor-associated adipocytes, which could support sarcoma tumor growth [18].

2.1. Hijacking of the Bone Tumor Microenvironment by Bone Sarcoma Cells

One of the main hallmarks of osteosarcoma and Ewing sarcoma is their ability to disrupt bone
remodeling in favor of an exacerbated osteoclast-mediated bone resorption, leading to the release of
pro-tumoral factors initially embedded in the bone matrix [19-21]. It thus establishes a vicious cycle
between bone sarcoma proliferation and bone resorption, leading to investigations about the beneficial
effect of anti-resorptive agents on bone sarcoma progression. Thus zoledronate, an N-containing
bisphosphonate able to inhibit osteoclasts proliferation and activity, reduces osteosarcoma and Ewing
sarcoma primary and metastatic development in corresponding pre-clinical models, disrupting the
vicious cycle between tumor growth and osteoclast-mediated bone resorption [22-25].

Human Mesenchymal Stem Cells (hMSCs) play also a major role in the communication between
tumor cells and their microenvironment, as highlighted by recent studies, including increased
proliferation and migration of tumor cells. On one hand, bone marrow MSCs promote migration
and invasion through direct secretion of several cytokines such as C-X-C motif chemokine ligand
12 (CXCL12) that binds to C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) or CXCR7 on osteosarcoma
associated with lower overall patient survival [26-28]. Interleukin-6, secreted by MSCs, contributes
to promote metastatic dissemination of osteosarcoma [29,30]. On the other hand, MSCs release
exosomes that promote tumor growth and metastases [31]. Other types of stem cells such as the stromal
adipose-derived mesenchymal stem cells stimulate tumor growth and invasion of osteosarcoma cells,
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by activating the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) signaling pathway, resulting
in an increase of the expression of matrix metalloproteinase (MMP) 2 and MMP9 [32].

Bone sarcoma is able to modulate the recruitment, expansion and differentiation of immune
cells to establish an immunosuppressive microenvironment, allowing tumor development and
metastatic dissemination [33]. Regarding innate immunity, bone sarcomas are mainly invaded by
TAMs that are initially divided into two categories: anti-tumor M1-polarized macrophages and
tumor-promoting M2-polarized macrophages [34]. Macrophages massively invade osteosarcoma,
this infiltration being associated with a good prognosis in osteosarcoma patients [35,36]. However,
the implication of tumor-promoting M2-polarized macrophages infiltrates in osteosarcoma progression
remains controversial. Indeed, M2-type macrophage infiltrates in the tumor have been correlated
with a poor prognosis in some studies [36,37]. Moreover, on one hand, an imbalance in favor of M1
macrophages has been observed in patients without metastases [37]. On the other hand, M2-polarized
macrophages have been associated with increased tumor growth and metastases in preclinical models
of osteosarcoma [38]. However, a recent study based on the most important cohort of osteosarcoma
patients from the OS2006 clinical trial has demonstrated that the presence of CD163* M2-polarized
macrophages is crucial for the inhibition of osteosarcoma progression [35]. In contrast, macrophages
do not seem to play such a role in Ewing sarcoma development and patient survival [39,40]. Moreover,
M2-polarized macrophages contribute to the exhaustion of T lymphocytes infiltrating the tumor,
reducing their proliferation and secretion of pro-inflammatory cytokines [41]. These results may be
associated with the existing metabolic competition between sarcoma cells and infiltrating T lymphocytes.
Indeed, excessive consumption of glucose from the microenvironment by tumor cells restricts the
consumption of T cells, which show decreased glycolysis and under-production of interferon y (IFNy).
T cells respond less to stimuli, allowing the tumor to escape from immune control. Thus, metabolic
competition between tumor cells and T cells influences tumor progression [42].

Besides cellular components, the physical properties of the TME can influence the behavior
of cancer cells. Indeed, mechanical (composition of the extracellular matrix) and chemical stress
(hypoxia) increase the motility and capacity of sarcoma cells to metastasize, through increased
expression of procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 (PLOD2), a collagen cross-linker [43].
Hypoxic microenvironment also leads to increased interleukin-6 expression in osteosarcoma cells,
which contributes to increased lung metastases [44]. Finally, Ewing sarcoma in response to Wnt3a
stimulation can modify the acellular TME by increasing the secretion of proteins involved in the
composition of the extracellular matrix [45].

2.2. Bone Sarcoma Microenvironment as a Prognostic Marker or Therapeutic Target

Several studies have highlighted the importance of analyzing TME in order to predict patient
outcomes. For example, Volchenboum et al. have demonstrated the importance of studying stromal
cells in contact with the Ewing sarcoma, to predict patients at high risk of relapse, thanks to a gene
set enrichment analysis conducted on human Ewing sarcomas samples by the Children’s Oncology
Group (COG) [46]. A strong expression of C-C motif ligand (CCL) 12 produced by infiltrating immune
cells is correlated with an increased ratio of CD8*/CD4" infiltrating T lymphocytes, leading to a better
response to chemotherapy and overall patient survival [47]. In osteosarcoma, tissue micro-arrays
analyses showed that the immune infiltrate of primary tumors was enriched with anti-tumor M1-type
macrophages for the localized forms (CD68* iNOS™, inducible nitric oxide synthase), as compared to
metastatic diseases [37]. In addition, metastatic tumors have a higher vascular density than localized
tumors, supporting that greater angiogenesis may partly explain metastatic spread.

Osteoclasts and immune cells are the main potential therapeutic targets for osteosarcoma and
Ewing sarcoma. Based on preclinical data, the clinical trial OS2006 (NCT00470223, available online:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00470223) has been developed to evaluate the combination
of zoledronate with current chemotherapy and surgery in osteosarcoma patients. Unfortunately,
the results do not recommend the use of zoledronate as no improvement in event-free survival was
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observed, zoledronate showing a trend to increase the risk of failure in osteosarcoma patients [48].
Several therapeutic approaches targeting infiltrating immune system are currently in clinical
development. For example, some of osteosarcoma and Ewing sarcoma express programmed cell
death ligand (PDL)-1 that binds to programmed cell death (PD)-1 on infiltrating T cells, inhibiting
their cytotoxic activities and contributing to the local immunosuppression and consequently to the
tumor progression [49]. Based on pre-clinical data demonstrating the beneficial effect of PD-1/PDL-1
blockade [50] and correlations between PDL-1 expression and clinical outcomes [51,52], clinical trials
evaluating the effects of anti-PD1 antibodies are in progress in osteosarcoma and Ewing sarcoma
(Pembrolizumab, NCT02301039 (available online: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02301039)
and Nivolumab, NCT02304458 (available online: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02304458)).

3. The Canonical Wnt/3-Catenin Signaling Pathway

The Wnt signaling pathway is essential during development and is involved in many cellular
processes, such as proliferation, migration, polarization and cellular differentiation. This signaling
pathway is therefore finely regulated and mutations or deregulation of the Wnt signaling pathway are
often associated with tumor development, chemoresistance, or relapse [53-55]. Three Wnt signaling
pathways have been described so far: the canonical Wnt pathway or Wnt/3-catenin pathway on which
we will focus, and the non-canonical Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) and Wnt/Ca?* pathways which
are not detailed in this review.

Wnt ligands are a family of 19 secreted glycoproteins, some of which can bind to one of
the 10 receptors of the Frizzled family (Fzd), or to a co-receptor lipoprotein receptor-related
protein (LRP)-5 or LRP-6, receptor tyrosine-kinase-like orphan receptor (ROR), related to tyrosine
kinase (Ryk), to activate cell signaling. In the absence of Wnt ligands, the Wnt/3-catenin pathway
is inactive, P-catenin is sequestered by a protein complex for degradation. This complex is
composed of scaffold proteins, dishevelled (Dvl), adenomatous polyposis coli (APC) and Axin1/2
and Wilms tumor gene on X chromosome (WTX) protein [56], and two kinases, casein kinase 1
alpha (CKla) and glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p) which sequentially phosphorylate
[3-catenin on Serine 45 (CK1x), and on serine 33 and 37 and threonine 41 (GSK3f). Yes-Associated
protein/transcriptional co-activator with a PDZ-binding domain (YAP/TAZ) proteins, part of the
complex, then recruit beta-transducin-repeat-containing protein (3-TrCP) an ubiquitin ligase responsible
for the ubiquitination of B-catenin [57-61]. 3-Catenin is then degraded by the proteasome pathway,
and therefore does not play its role as a co-transcription factor. In addition, the transcriptional proteins
of the T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor (TCF/LEF) family interact with the transcriptional
repressors groucho/transducin-like enhancer of split (TLE), recruiting histone deacetylases (HDACs)
responsible for repressing transcription [62] (Figure 1, left panel).

The binding of a Wnt ligand (i.e., Wntl, Wnt3a) to an Fzd receptor and its co-receptor LRP5/6
activates the canonical Wnt pathway, inducing the recruitment of Dvl on Fzd receptor and its activation.
CKla and GSK3 kinases then phosphorylate the LRP5/6 co-receptor, allowing the recruitment of Axin
on LRP5/6 and the inactivation of the 3-catenin degradation complex which is trapped to the membrane.
Neosynthesized 3-catenin is no longer degraded and accumulates in the cytoplasm [63], before being
translocated into the nucleus. It interacts with the transcription factors of the TCF/LEF family and with
histones modifying co-activators p300 or cAMP-response element binding protein (CREB) binding
protein (CBP), B cell CLL/lymphoma 9 (BCL-9), brahma-related gene 1 (BRG1), and pygopus [64,65].
These complexes activate the transcription of target genes such as AXIN2, LEF1, cMYC, CCND1, BIRC5
(Figure 1, right panel).

Numerous molecules are implicated in the regulation of Wnt ligands and the canonical Wnt pathway
activation. These include secreted extracellular inhibitors: dickkopf (DKK), secreted-Fzd-related proteins
(SFRPs), Wnt inhibitory factor 1 (WIF1), sclerostin (SOST), cerberus, insulin-like growth factor binding
protein 4 (IGFBP4). DKK and SOST proteins are competitive receptor and co-receptor antagonists
that prevent signaling activation by Wnt ligands. The WIF1, SFRPs (domain Fzd-like C-terminal)
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and cerberus proteins are able to bind to Wnt ligands preventing their interaction with receptors and
co-receptors [65,66].

The canonical Wnt signaling pathway is involved in many cancers, notably in gastrointestinal
cancers (colorectal carcinoma, hepatocellular carcinoma, gastric cancer, cholangiocarcinoma, pancreatic
ductal adenocarcinoma), hematopoietic cancers (acute myeloid leukemia, chronic myeloid leukemia,
acute lymphoblastic leukemia, chronic lymphoblastic leukemia, lymphoma, multiple myeloma),
breast cancer, melanoma, and brain tumors such as glioblastoma [67,68]. Its involvement in the
tumorigenesis of many cancerous diseases makes it an interesting target for cancer treatment. That is
why recent reviews of the literature have described the latest advances in targeting this signaling
pathway [55,69-73]. Some Wnt inhibitor molecules are in clinical trials, most of them in Phase 1[74,75],
although the ubiquitous nature of this signaling pathway and its involvement in various major
physiological processes raise the question of the side effects of this strategy [76].

NUCLEUS
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degradation

Proteasome
degradation

cMYC
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Figure 1. The canonical Wnt/-catenin signaling pathway. Left panel: in the absence of Wnt ligand,
[3-catenin is sequestered by a protein complex composed of dishevelled (Dvl), adenomatous polyposis
coli (APC), Axin1/2, Wilms tumor gene on X chromosome protein (WTX) and two kinases responsible for
the phosphorylation of 3-catenin, CK1« (casein kinase 1 alpha) and GSK3 (glycogen synthase kinase 3
beta). Then, YAP/TAZ (yes-associated protein/transcriptional co-Activator with a PDZ-binding domain)
proteins recruit 3-TrCP (beta-transducin-repeat-containing protein), a ubiquitin ligase responsible
for the ubiquitination of 3-catenin and its degradation by the proteasome pathway. In the nucleus,
the transcriptional proteins of the TCF/LEF family (T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor)
interact with the transcriptional repressors groucho/TLE (transducin-like cnhancer of split), recruiting
histone deacetylases (HDACs) responsible for repressing transcription. Right panel: Binding of the
Wnt ligands to the frizzled (Fzd) receptor and low-density-lipoprotein-related protein 5/6 (LRP5/6)
co-receptor complex induces the recruitment of the scaffold protein Dvl to Fzd and leads to LRP5/6
phosphorylation (P) by CK1x and GSK3f kinases. The (3-catenin destruction complex is then trapped
to the membrane through Axin/Fzd interaction, leading to its inactivation. In parallel, Axin proteins
are degraded following poly-ADP-ribosylation by tankyrases (TNKS). Newly synthesized 3-catenin
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accumulates in the cytoplasm and translocates into the nucleus where it interacts with the transcription
factors of the TCF/LEF family and with histones modifying co-activators p300 or CREB binding protein
(CBP), B cell CLL/lymphoma 9 (BCL-9), brahma-related gene 1 (BRG1), and pygopus. These transcription
complexes activate the transcription of target genes such as cMYC, AXIN2, BIRC5 or CCND1.

4. Key Role of Wnt/3-Catenin Signaling Pathway in Osteosarcoma

The most recent researches on Wnt/f3-catenin implication in osteosarcoma deal with metastatic
dissemination and recurrence that are associated with poor prognosis for patients. Thus, following
a brief description of the implication of the canonical Wnt/{3-catenin signaling pathway in osteosarcoma
development, this part will focus on these recent studies.

Canonical Wnt/-catenin signaling pathway has been involved in the development of osteosarcoma
but current knowledge remains unclear because of the high complexity of this pathway. Many studies
support an aberrant activation of the canonical Wnt signaling pathway in osteosarcoma cells
which seems to play a crucial role in tumorigenicity as well as metastatic dissemination [77,78].
As an example, two recent analyses on patient samples described a high 3-catenin level in osteosarcoma
tissues compared to adjacent healthy tissues associated with poor prognosis and lung metastatic
dissemination [79,80] (Figure 2a). However, other studies highlighted that inactivation of the
Wnt/-catenin pathway plays a key role in osteosarcoma development [81,82]. In particular, frequent
deletions of genes involved in the Wnt signaling pathway genes have been described in osteosarcoma
patients [83]. In this context, Shimozaki et al. showed that pharmacological inhibition or depletion of
GSK3f by siRNA decreases osteosarcoma cell proliferation despite an increased nuclear translocation
of 3-catenin and expression of its target genes supporting the tumor suppressor role of 3-catenin [84].
However, to our knowledge, no additional recent study seems to support this second hypothesis.

A key issue of osteosarcoma metastasis is the epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like
multi-step process, based on a transformation from an epithelial to a mesenchymal phenotype,
promoting the invasive capacities of cancer cells. EMT is characterized by repression of key components
of the intercellular junctions such as E-cadherin associated with an increase in mesenchymal markers
including N-cadherin, vimentin and fibronectin. This modulation of gene expression is regulated by
different transcription factors such as Snail-1, Snail-2, ZEB-1, ZEB-2 or Twist [85]. Despite the fact that
osteosarcoma derives from cells of mesenchymal origin, an overexpression of EMT transcription factors
such as Snails, ZEBs or Twist has been associated to increased invasive properties of osteosarcoma
cells promoting the formation of metastases [86-89]. Transforming growth factor beta (TGFf3) seems
to be the main inducer of EMT in tumor cells [90], but cooperates with other signaling pathways
including the Wnt/B-catenin pathway to induce complete EMT [91]. Recent studies focusing on
molecules implicated in EMT in osteosarcoma highlighted the implication of 3-catenin in this biological
process. Thus, Tian et al. have recently demonstrated that bone morphogenetic protein (BMP)-2
promotes EMT of osteosarcoma cells associated with enhanced motility and invasiveness through the
Wnt/p-catenin signaling pathway [92]. Similarly, Fibulin-3, an extracellular glycoprotein, enhances EMT
of osteosarcoma cells, associated with Wnt/3-catenin pathway activation [93] (Figure 2a). Some other
molecules implicated in osteosarcoma development and metastasis, such as ubiquitin-specific protease
7 and N-terminal truncated form of carboxypeptidase seem to exert their effects through induction of
EMT in osteosarcoma cells by activating the Wnt/3-catenin signaling pathway [94,95]. These numerous
recent studies demonstrate the interest to target Wnt/f3-catenin pathway in order to inhibit EMT in
osteosarcoma cells.

EMT can also promote tumor cells to develop stem cell characteristics and consequently
actively participate in the cancer stem cell (CSC) phenotype acquisition [96]. CSCs (also known
as tumor-initiating cells or TIC) constitute a subpopulation of tumor cells with properties to self-renew
and are responsible for tumor initiation and progression and, thanks to their chemotherapy resistance,
seem to drive recurrences and metastases. CSCs are characterized by persistent activation of highly
conserved signal transduction pathways including notch, hedgehog and Wnt pathways [97] and
some evidence support the presence of CSCs in osteosarcoma and their contribution to metastatic
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chemotherapy-resistant properties [98,99]. Martin-Neves et al. have described a constitutive activation
of the Wnt/p-catenin signaling in osteosarcoma CSCs rather than in parental osteosarcoma cells [100].
More recently, Liu et al., highlighted that 3-catenin positively regulates osteosarcoma stem cells
properties in vitro [79] (Figure 2a). These results support evidence that a therapy against the
Wnt/[3-catenin pathway in osteosarcoma could allow to target CSCs and potentially improve treatment
for metastatic and chemotherapy-resistant patients.

New insights about the role of long non-coding RNA (IncRNA) and micro RNA (miR) in
osteosarcoma progression have also recently emerged. On one hand, the overexpression of a number
of miR has been demonstrated in osteosarcoma cells leading to increased osteosarcoma growth and
metastasis. Most of these miRs downregulate antagonists of the Wnt/f3-catenin signaling pathway.
As an example, miR-552-5p is overexpressed in osteosarcoma tissues and cell lines compared to healthy
tissue and osteoblasts respectively. Knockdown of this miR decreases osteosarcoma proliferation and
metastasis by directly inhibiting WIF1 [101]. On the other hand, some miRs that are able to restrain
the expression of key intermediates or regulators of the Wnt/(3-catenin signaling pathway have been
described to be downregulated, causing an aberrant activation of this pathway in osteosarcoma cells.
Very recent studies described a decrease in miR-377, miR-873, miR-758 and miR-885-5p in osteosarcoma
tissues and/or cell lines, leading to increased primary tumor and metastatic development in association
with activated Wnt/f3-catenin signaling pathway [102-105]. Other studies deal with IncRNA such as
IncRNA AWPPH which levels are increased in osteosarcoma tissues compared to healthy counterparts
and promote tumor proliferation and metastasis through activation of the Wnt/{3-catenin pathway [106].

In addition to 3-catenin, other modulators of the canonical Wnt signaling pathway, in particular,
Wnt antagonists, are affected during osteosarcoma primary and metastatic development, but have
already been described in several reviews and will not be developed here [107,108].
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Figure 2. The crucial role of Wnt/3-catenin signaling pathway in multiple steps of bone sarcoma
progression and metastatic dissemination. (a) The canonical Wnt/3-catenin signaling pathway is able
to enhance bone sarcoma cells proliferation, to induce an epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like
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through secretion of fibulin-3 and to promote the acquisition of stem cells properties of bone sarcoma
cancer stem cells (CSCs). (b) The Wnt/p-catenin pathway participates to the hijacking of the bone
microenvironment by the bone sarcoma cells, leading to the establishment of a vicious cycle between
bone remodeling and tumor cells proliferation associated with the release of pro-tumoral factors
including Wnt ligands from the bone matrix. (c) The Wnt/B-catenin pathway promotes the modulation
of the extracellular matrix (ECM), increasing secretion of extracellular matrix components such
as tenascin C, fibronectin 1 or collagens and stimulates the ECM degradation by upregulation of
proteolytic enzymes such as MMPs. (d) The Wnt/p-catenin pathway induces an over-expression
of vascular endothelial growth factor (VEGF), the most important pro-angiogenic factor and is also
able to modulate endothelial cell migration, leading to an increase in tumor-associated angiogenesis.
(e) The Wnt/p-catenin signaling pathway participates to the establishment of an immune tolerance
in the TME, enhancing pro-tumoral M2 macrophages polarization and inhibiting cytotoxic T cell
infiltration and functions and inducing resistance to anti-PD1 or anti-PDL-1 therapy. The activation
of the Wnt/f3-catenin signaling pathway in dendritic cells leads to up-regulation of interleukin-10
(IL-10) and indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO) secretion leading to an inhibition of tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs) cytotoxic properties. By targeting both osteosarcoma and Ewing sarcoma cells and
the bone TME, the Wnt/(3-catenin signaling pathway participates to the disease progression and the
establishment of lung metastases.

5. Involvement of Wnt/3-Catenin Signaling Pathway in Ewing Sarcoma

The involvement of the Wnt signaling pathway in Ewing sarcoma is less described than in
osteosarcoma and seems to be controversial. First, no recurrent mutations in the Wnt/pB-catenin
signaling pathway have been reported in Ewing sarcoma but the activation of this pathway has
been demonstrated in aggressive sarcoma, the bone microenvironment being the source of Wnt
ligands. Moreover, this activation can be potentiated through the R-spondin (RSPO)/leucine rich repeat
containing G protein-coupled receptor 5 (LGR5)/B-catenin axis. Indeed, LGRS5 is highly expressed
in aggressive Ewing sarcoma and CSCs and the binding of RSPO-2 on LGR5 was able to potentiate
Wnt3a-induced canonical Wnt signaling. However, it seems that an important variability in Wnt
responsiveness exists among Ewing sarcoma cells based on the differential expression of LGRS and the
availability of Wnt and RSPO ligands in the tumor microenvironment [109]. The proliferation of Ewing
sarcoma cells is not affected by the Wnt/B-catenin pathway activation [110]. However, this signaling
pathway appears to play a crucial role in the cellular motility of Ewing sarcoma cells [111]. Thus,
the activation of the Wnt/3-catenin signaling pathway in Ewing sarcoma cells induces, on one hand,
the formation of neurite outgrowth and, on the other hand, changes in transcriptional profile, leading
to the acquisition of a more aggressive metastatic phenotype by tumor cells [109,112]. To go further,
molecular mechanisms have been explored. Surprisingly, the activation of the Wnt/(3-catenin pathway
partially antagonizes the transcriptional function of the fusion protein EWS/FLI1 (found in the majority
of Ewing sarcomas), resulting in an up regulation of metastasis-promoting genes that are normally
repressed by EWS/FLI1 and consequently, the acquisition of a more migratory phenotype. Inversely,
some studies have shown that EWS/FLI1 inhibits 3-catenin dependent transcription through a direct
interaction between EWS/FLI1 and the transcription factor LEF1, inhibiting the interaction between
[-catenin and LEF1 in Ewing sarcoma-cell lines [113]. To sum up, an inverse relationship between the
expression of EWS/FLI1 and TCF/LEF target genes is observed in Ewing sarcoma cells [109,113].

The analysis of the secretome of Wnt3a-activated Ewing sarcoma cells has revealed an increased
secretion of proteins implicated in the composition and the structure of the extracellular matrix.
In details, Wnt3a-activated cells present an upregulation of the signaling pathways involved in
the communication between the tumor and its microenvironment, such as integrin linked kinase,
focal adhesion kinase, cadherin angiogenesis, TGF3 and matrix metalloproteinase pathways [45].

Finally, the effects of WNT974, a Porcupine protein inhibitor involved in the palmitoylation of
Wnt ligands, an indispensable process for Wnt secretion has been investigated in Ewing sarcoma.
The WNT974-mediated inhibition of endogenous Wnt ligands secreted by tumor cells decreases the
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migration of Ewing sarcoma cells in vitro, downregulating the expression of genes involved in cell
migration. In addition, WNT974 appears to reduce the development of metastatic disease in vivo in
a murine subcutaneous xenograft model and to delay the time of first lung metastasis establishment.
WNT974 inhibits Wnt signaling pathways (canonical and non-canonical) and cell migration and
dissemination, therefore demonstrated the role of the Wnt signaling pathway during Ewing sarcoma
metastatic spread [114].

6. Wnt/3-Catenin Pathway and the Bone Tumor Microenvironment

As described in the first part of the review, the bone TME is a complex and dynamic environment
composed of both cellular and non-cellular components. This TME which includes bone, vascular and
immune “niches” plays a key role in initiation, primary development and metastasis of osteosarcoma
and Ewing sarcoma [115]. This part will focus on the implication of the canonical Wnt/f3-catenin
signaling pathway in these three “niches” of the bone TME.

6.1. Wnt/B-Catenin Pathway and Bone Remodeling

Bone remodeling results from a balance between osteoclasts-mediated bone resorption and
osteoblasts-promoted bone formation. Osteocytes, trapped in the bone matrix, also contribute
to the regulation of osteoblast and osteoclast functions during bone remodeling. In this context,
the Wnt/{3-catenin signaling pathway is able to modulate both osteoblast and osteoclast differentiation
and activity. Indeed, osteoblasts and their precursors, osteocytes and osteoclasts are able to
secrete various Wnt ligands which participate in the control of bone remodeling [116-118]. Briefly,
the Wnt/[3-catenin signaling pathway directly enhances osteoblast differentiation and bone formation
whereas indirectly represses osteoclast differentiation and bone resorption through the production
of osteoprotegerin by osteoblasts and osteocytes. Nevertheless, osteoclasts are also affected by Wnt
ligands given that (3-catenin activation enhances the proliferation of osteoclast precursors but inhibits
osteoclastogenesis at a later stage [66,116,119].

The early-stage development of osteosarcoma and Ewing sarcoma initiates a dysregulation
of the bone remodeling in favor of an exacerbated bone resorption, leading to the release of
pro-tumorigenic factors initially trapped into the bone tissue (Figure 2b). Nevertheless, the implication of
the Wnt/(3-catenin signaling pathway in tumor cell-induced bone osteolysis has mainly been described
in bone metastasis rather than in bone sarcoma. Interestingly, in breast cancer bone metastases,
the Wnt/-catenin signaling pathway seems to be active inside the tumor with overexpression of
canonical Wnt ligands (Wnt2 and Wnt8b), maintaining tumor cell proliferation. Conversely, Wnt2
and Wnt8b are downregulated at the tumor/bone interface while Wnt antagonists WIF1 and SFRP4
are overexpressed and could be responsible, at least in part, of suppression of osteoblast proliferation
and enhanced bone destruction by osteoclasts [120]. Moreover, the DKK1 overexpression has been
described in osteolytic breast cancer and could promote osteoclastogenesis and bone resorption at the
site of metastasis [121]. To our knowledge, no studies compare the activation of the canonical Wnt
signaling pathway between the bone sarcoma core and the bone/tumor interface.

An important step in the metastatic process of bone sarcoma is the degradation of the extracellular
matrix related to upregulation of proteolytic enzymes such as MMPs. Several studies have highlighted
that the invasive capacities of osteosarcoma cells are correlated with MMPs expression, particularly
MMP-2 and MMP-9 [122]. Moreover, MMP-2 and/or MMP-9 expression can be associated with
the development of metastasis, poor prognosis and resistance to chemotherapy in osteosarcoma
patients [123-125]. It is also well established that MMP2 and MMP9 are expressed in Ewing sarcoma
and closely associated with Ewing sarcoma invasion and metastasis [126,127]. (3-catenin gene silencing
by siRNA reduced invasion and motility of the U20S human osteosarcoma cell line associated with
inhibition of membrane type 1 metalloproteinase (MT1-MMP) expression. On one hand, MT1-MMP
directly degrades extracellular matrix components such as type II collagen or fibronectin and, on the
other hand, activates by cleavage other members of the MMP family such as MMP-2. Moreover,



Int. ]. Mol. Sci. 2019, 20, 3751 10 of 22

a dominant-negative soluble LPR5 reduces the expression of MMP-2 and MMP-14, consistent with
a decrease in invasive properties of the human SaOS2 osteosarcoma cell line [128]. Thus, these results
suggest that 3-catenin inhibition may decrease osteosarcoma invasion through downregulation of
MMPs expression and activation [129-131]. In Ewing sarcoma, the implication of the Wnt/3-catenin
signaling pathway does not seem to be predominant for the expression and activation of MMPs.
However, in Ewing sarcoma, Wnt/(3-catenin activation-induced expression of tenascin C, a secreted
extracellular matrix protein that plays a key role during metastasis establishment in different types
of cancer [132]. High level of tenascin C contributes to the Ewing sarcoma metastatic phenotype,
modulating tumor microenvironment [109]. Activation of the canonical Wnt pathway also leads to
increased secretion of the extracellular matrix components such as fibronectin or collagens, that alter
the biochemical and structural properties of the bone TME and can modulate the metastatic process of
Ewing sarcoma [45] (Figure 2c).

6.2. Wnt/B-Catenin Pathway, Angiogenesis and Hypoxia

Angiogenesis is a complex biological process that leads to new blood vessel development and
plays a key role in primary tumor progression and metastatic potential of several cancers including
bone sarcoma. Stages of angiogenesis include the proliferation and migration of endothelial cells to
form a vessel sprout and then the recruitment of pericytes or smooth muscle cells to produce a mature
and functional blood vessel [133]. This process is necessary for tumor growth allowing the supply
of nutrients and metastatic dissemination, providing an intravasation site for cancer cells [133,134].
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the most important pro-angiogenic factor involved in the
formation of new functional vessels in tumors through recruitment and differentiation of endothelial
progenitor cells [135].

Osteosarcoma patients with high VEGF expression levels exhibit both lower disease-free survival
and lower overall survival [136]. Similarly, a genetic amplification of the VEGFA gene was detected in
osteosarcoma and significantly associated with high microvessels density and low patient disease-free
survival [137]. Several studies have also highlighted the importance of VEGF in angiogenesis of Ewing
sarcoma. Indeed, high levels of VEGF have been detected in the serum of Ewing sarcoma patients and
correlated with increased microvascular density and poor patient outcomes [135,138,139]. In particular,
Ewing sarcoma cells produce several VEGF isoforms including soluble spliced isoform of VEGFA,
VEGF-165, which promotes the recruitment of bone marrow derived cells. These cells can differentiate
into both tumor-associated pericytes and endothelial cells, contributing to the new vasculature of
Ewing sarcoma [140,141].

Regarding the role of the Wnt/3-catenin signaling pathway in angiogenesis, transcriptional
regulation of VEGF by the (3-catenin/TCF complex has been demonstrated, involving TCF binding sites
in the VEGF gene promoter. Moreover, defects in APC, resulting in constitutively active 3-catenin,
induce the over-expression of VEGF [142,143]. Furthermore, the SFRPs proteins are a family of soluble
Wnt inhibitors that act either through direct binding to Wnt proteins and preventing its interaction with
Fzd receptors or through direct interaction with Fzd receptors [144]. First, endothelial cells seem to
have a sequential response to SFRP-1 including an initial inhibition of angiogenesis by antagonizing the
canonical Wnt signaling pathway followed by an activation of the non-canonical Wnt/PCP signaling
pathway that promotes angiogenesis [145,146]. Second, a study has demonstrated that SFRP-4 induces
a decrease in endothelial cell migration correlated with a reduction in tumor-associated angiogenesis
in a mouse model of ovarian cancer [147]. All these studies highlighted the role of the canonical
Wnt/[3-catenin signaling pathway in promoting angiogenesis (Figure 2d).

Only a few studies deal with the implication of the canonical Wnt/3-catenin signaling pathway
in bone sarcoma-associated angiogenesis. Nevertheless, a study has described that naked cuticle
homolog 2 (NKD2), a negative regulator of Wnt signaling, downregulates the expression of genes
involved in the vasculature development of osteosarcoma [148], suggesting a pro-angiogenic role of
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the Wnt/f-catenin pathway in osteosarcoma. To our knowledge, the implication of this pathway on
Ewing sarcoma-associated angiogenesis has not been described yet.

It is well recognized that hypoxia is an important regulator of angiogenesis during tumor
development [149]. A major regulator of hypoxia is the transcription factor hypoxia inducible factor 1
(HIEF-1), composed of the oxygen regulated HIF-1« subunit and the constitutively expressed HIF-103.
Under the hypoxic TME, HIF-1 directly activates the transcription of pro-angiogenic genes including
VEGEF to promote angiogenesis [150,151] as demonstrated in osteosarcoma and Ewing sarcoma [152].
Thus, HIF-1« silencing by siRNA reduces VEGF production by osteosarcoma cells in vitro and inhibits
angiogenesis in a mouse model of osteosarcoma [153].

Besides its regulation of angiogenesis, hypoxia has been directly correlated to bone sarcoma
progression, metastasis and patient prognosis. Thus, hypoxia enhances the expression and the
transcriptional function of the fusion protein EWS/FLI1 in a HIF-1a dependent-manner in Ewing
sarcoma cells and consequently increases their invasiveness [154], HIF-1« is also able to promote
osteosarcoma cell proliferation and migration through activation of several signaling pathway including
Akt and STAT3 signaling pathways [155,156]. Moreover, the expression of HIF-1& has been correlated to
the development of lung metastasis associated with poorer survival in osteosarcoma patients [157-159].

The implication of the Wnt/{3-catenin signaling pathway in hypoxia has mainly been reported
in carcinoma. As an example, hypoxia promotes 3-catenin nuclear localization related to a more
invasive phenotype in colorectal adenocarcinoma cells [160]. Moreover, 3-catenin directly interacts
with HIF-1e to promote HIF-1 mediated transcription allowing an enhanced survival and adaptation
to hypoxia of colon cancer cells [161]. Although the canonical Wnt/(3-catenin signaling pathway seems
to play a crucial role in hypoxia, only a few studies deal with its implication in the hypoxic TME of
bone sarcoma. The most relevant one has described that inhibitors of the Wnt signaling pathway
re-sensitizes osteosarcoma cells to doxorubicin under hypoxic conditions [162].

6.3. Wnt/B-Catenin Pathway and the Immune System

The immune microenvironment of bone sarcomas is highly heterogeneous composed of effectors
of the innate immunity such as natural killer (NK) cells, dendritic cells (DC) and tumor-associated
macrophages (TAMs) and cytotoxic T cells which drive adaptive immunity [33,35]. Nevertheless,
immune and inflammatory infiltrates remain lower in Ewing sarcoma, limiting the development of
immunotherapy [163].

Regarding innate immunity, bone sarcomas are mainly invaded by TAMs which have been
associated with a good prognosis in osteosarcoma patients. However, as described above, it remains
difficult to conclude about the role of M2-polarized macrophages in osteosarcoma progression, probably
because of the difficulty to clearly identify the different TAMs subtypes in tumors and by the fact
that, in contrast to the binary M1/M2 subtype, TAMs correspond to several distinct populations that
often share features of both subtypes [164]. In Ewing sarcoma, a first study has initially described
a correlation between macrophages infiltrate and poor prognosis but a second one did not observe any
correlation between CD68" macrophages and survival [39,40]. The canonical Wnt/B-catenin signaling
pathway seems to drive the polarization of macrophages in cancers. Indeed, hepatic tumor cells
produce Wnt ligands that enhance M2 macrophages polarization through the Wnt/3-catenin signaling
pathway, resulting in increased primary and metastatic tumor development [165] (Figure 2e).

T lymphocytes in cancer, also known as tumor-infiltrating lymphocytes (TIL), correspond to the
second most important immune cells in osteosarcoma [33,166]. TILs had higher cytotoxic capacities
against tumor cells than peripheral lymphocytes but immunomodulatory molecules present in the
TME prevent their expansion and activation. In particular, ligands of the B7 family are usually
expressed by tumor cells in order to modulate T lymphocytes activities [167]. Osteosarcoma cells
express HERV-H LTR-associating 2 (HHLA2), PDL-1 and B7-H3, three members of the B7 proteins
that contribute to local immunosuppression. HHLA2 expression has been associated with metastatic
properties of osteosarcoma cells and poor survival of osteosarcoma patients [168,169]. The binding
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of PDL-1, expressed by osteosarcoma cells to PD-1 on TILs induces the inhibition of their cytotoxic
activities, contributing to local immunosuppression and consequently to tumor development. On the
contrary, Ewing sarcoma does not constitutively express PDL-1 although its expression could be
induced under inflammatory conditions [170]. Thus, only one case of the response of Ewing sarcoma
to the blockade of PD-1/PDL-1 interaction has been described [171]. Finally, osteosarcoma cells also
express B7-H3 which is correlated with tumor aggressiveness and metastasis [172,173]. In this context,
Wnt/B-catenin pathway activation in the TME seems to inhibit T cell infiltration and functions in
several cancers [174,175]. Moreover, the active Wnt/p-catenin signaling pathway has been associated
with T cell exclusion leading to resistance to anti-PDL-1 therapy in human melanoma [176] (Figure 2e).
Similarly, 3-catenin activation enhances immune evasion and induces resistance to anti-PD1 therapy
in hepatocellular carcinoma [177].

Another important point is that cross regulations between TAMs and TILs play a key role in
osteosarcoma development. Thus, M2-polarized macrophages promote the suppression of TILs in
osteosarcoma and, conversely, anti-PD1 therapy targeting TILs is able to stimulate a transition from
M2 macrophages to M1 macrophages, leading to a decrease in lung metastases [41,178].

Finally, it seems important to note that, besides TAMs and TILs, the Wnt/3-catenin pathway
is able to modulate the proliferation, recruitment, and/or functions of the different effectors of the
immune system and to regulate multiple aspects of the immune cells/tumor crosstalk. As an example,
Wnt ligands secreted by tumor cells can activate the Wnt/f-catenin signaling pathway in DC, leading
to up regulated interleukin-10 and indoleamine 2,3-dioxygenase 1 secretion. This results in an increase
in regulatory T cells inside the tumor and consequently an inhibition of TILs cytotoxic properties [179].

7. Conclusions

The canonical Wnt/3-catenin signaling pathway plays a crucial role during the different steps of
bone sarcoma growth and the metastatic process, although its involvement has been more studied in
osteosarcoma than in Ewing sarcoma. This pathway seems to promote bone sarcoma development
through both a direct effect on bone sarcoma cells and an indirect modulation of the bone TME cell
activities. Thus, aberrant activation of the canonical Wnt signaling pathway in osteosarcoma cells
seems to be highly involved in cell proliferation, induction of an EMT-like process, acquisition of
stem cells properties of osteosarcoma CSCs as well as metastatic dissemination. The Wnt/3-catenin
pathway activation does not affect the proliferation of Ewing sarcoma cells but appears to play a role
in the cellular motility of these cells. The Wnt/[3-catenin pathway also participates to the hijacking of
the bone TME by the bone sarcoma cells, promoting modulation of the ECM to allow the tumor cells
invasiveness and inducing immune tolerance and angiogenesis in the TME. This results in an increase
in metastatic dissemination.

The crucial role of the canonical Wnt/3-catenin signaling pathway is not restricted to bone sarcoma.
That is why different therapeutic strategies targeting the Wnt/3-catenin signaling pathway in cancers
have been developed. Corresponding clinical trials have been recently described in details in two
reviews [67,174]. Briefly, they include inhibitors of porcupin, the enzyme responsible for palmitoylation
of Wnt ligands, a necessary process to allow their extracellular secretion (LGK974 or WNT974), anti-Fzd
antibodies (OMP18R5) or inhibitors of the 3-catenin transcriptional complex (PRI724), mainly evaluated
in patients with solid tumors.

The complexity of the Wnt signaling offers multiple targets to reduce (3-catenin activation in tumor
cells. However, better knowledge about the role of Wnt/{3-catenin in each tumor cell type, in particular,
osteosarcoma and Ewing sarcoma, is necessary to safely target this pathway. It is also necessary to
focus on crosstalks between the Wnt/[3-catenin and other signaling pathways during bone sarcoma
growth and metastatic processes.
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Abbreviations

APC Adenomatous Polyposis Coli

BCL-9 B cell CLL/lymphoma 9

B-TrCP beta-Transducin-repeat-Containing Protein
BRG1 Brahma-related gene 1

CBP CREB (cAMP-Response Element Binding protein) binding protein
CCL C-C motif ligand

CKlx Casein Kinase 1 alpha

CSsC Cancer Stem Cell

CXCL12 C-X-C Motif Chemokine Ligand 12

CXCR C-X-C Motif Chemokine Receptor

DC Dendritic cell

DKK Dickkopf

Dvl Dishevelled

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition

ETS E26 Transformation-Specific

Fzd Frizzled

GSK3p3 Glycogen synthase kinase 3 beta

HDAC histone deacetylase

HHLA2 HERV-H LTR-associating 2

HIF-1 Hypoxia Inducible Factor 1

IFNy Interferon y

IGFBP4 Insulin-like Growth Factor Binding Protein 4
iNOS inducible Nitric Oxide Synthase

LEF Lymphoid Enhancer-binding Factor

LGR5 Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled Receptor 5
IncRNA long non-coding RNA

LRP Lipoprotein Receptor-related Protein

miR miRNA

MMP Matrix Metalloproteinase

MSC Mesenchymal Stem Cell

MT1-MMP  Membrane type 1 metalloprotease

NK Natural killer

NKD2 Naked cuticle homolog 2

pPCP Planar Cell Polarity

PD-1 Programmed cell Death 1

PDL-1 Programmed cell Death Ligand 1

PLOD2 Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 5-Dioxygenase 2
ROR Receptor tyrosine-kinase-like Orphan Receptor
RSPO R-spondin

Ryk Related to tyrosine kinase

SFRP Secreted-Fzd-Related Protein

SOST Sclerostin

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3
TAF Tumor Associated Fibroblast

TAM Tumor Associated Macrophage

TAZ Transcriptional co-Activator with a PDZ-binding domain
TCF T-Cell Factor

TGEFp Transforming Growth Factor beta

TLE Transducin-Like Enhancer of split

TIL Tumor Infiltrating Lymphocyte
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TME Tumor MicroEnvironment

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

WIF1 Wnt Inhibitory Factor 1

WTX Wilms tumor gene on X chromosome

YAP Yes-Associated Protein
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Although it has been demonstrated that human bone marrow stromal cells (hnBMSCs) express
the ubiquitous connexin43 (Cx43) and form functional gap junctions, their role in the early
differentiation of hBMSCs into osteoblasts remains poorly documented. Using in vitro assays,
we show that Cx43 expression and gap junctional intercellular communication (GJIC) are
increased during the differentiation of hBMSCs into osteoblasts, both at the protein and mRNA
levels. Two independent procedures to reduce GJIC, a pharmacological approach with GJIC
inhibitors (18a-glycyrrhetinic acid and Gap27 peptide) and a molecular approach using small
interfering RNA against Cx43, demonstrated that the presence of Cx43 and functional
junctional channels are essential to the ability of hBMSCs to differentiate into osteoblasts in
vitro. In addition, a reduced GJIC decreases the expression of Runx2, the major transcription
factor implicated in the control of osteoblast commitment and early differentiation of hBMSCs
into osteoblasts, suggesting that GJIC mediated by Cx43 is implicated in this process. Together
our results demonstrate that GJIC mediated by the Cx43 channels plays a central role
throughout the differentiation of hBMSC into osteoblasts, from the early stages to the process

of mineralization.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Bone formation is a regulated process that takes place during
embryonic development, growth, remodeling, and repair. It begins
with the commitment of mesenchymal stem cells (MSC) into the
osteoblastic differentiation program, continues with the early differ-
entiation of stem cells into osteoblast progenitors and the subsequent
differentiation of these osteoblast progenitors into immature osteo-
blasts, and finally the late differentiation of these immature osteoblast
into mature osteoblasts (Augello & De Bari, 2010; Neve, Corrado, &
Cantatore, 2011; Vaananen, 2005). These MSC, located mainly in the
bone marrow stroma, can also differentiate into other mesenchymal cell
lineages such as fibroblasts, chondrocytes, and bone marrow stromal
cells including adipocytes, depending on the activated signaling
transcription pathways (Friedenstein, Chailakhyan, & Gerasimov,
1987; Marie, 2008, Owen, 1988). At the end of the osteogenic

cell differentiation, connexin43, gap junction, human bone marrow stromal cells,
intercellular communication, osteoblast

differentiation process, mature osteoblasts produce many markers
such as alkaline phosphatase (ALP), collagen type | (COL1), bone
sialoprotein (BSP), osteopontin, and osteocalcin (OCN) (Wennberg
et al., 2000). This process results in the formation of an extracellular
organic matrix which will be mineralized.

Connexins, the structural proteins of gap junctions, are a family of
transmembrane proteins that oligomerize into hemichannels contain-
ing six connexin subunits (Sosinsky & Nicholson, 2005). Upon reaching
the cell surface, two hemichannels pair to complete an intercellular gap
junction channel, which directly links the cytoplasm of neighboring
cells and mediates the exchange of low-molecular-mass molecules
(<1,000 Da), including cAMP, inositol trisphosphate, and Ca2* (Nielsen
et al.,, 2012; Sohl & Willecke, 2004).

Multiple lines of evidence have established that Cx43, the most
abundant connexin in bone cells, and subsequent intercellular

channels play a major role in skeletal development and for the
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function of osteoblasts (Plotkin & Stains, 2015; Stains & Civitelli,
2016). Cx43 gene mutations have thus been directly associated with
abnormalities of skeletal development observed for example in
oculodentodigital and cranometaphysal dysplasias (Laird, 2014;
Paznekas et al., 2009). Specifically, it has been demonstrated that
Cx43 expression is required for osteoblastic gene expression and
function in primary and cultured osteoblasts (Lecanda et al., 1998,
2000). For example, it has been shown that gap junctional
communication is required for the maturation process of osteoblastic
cells in culture and for the stimulation of osteoblast mineralization in
response to parathyroid hormone (Schiller, Mehta, Roos, & Howard,
1992; Schiller, D'lppolito, Balkan, Roos, & Howard, 2001a; Schiller,
D'lppolito, Balkan, Roos, & Howard, 2001b). In addition, in vivo
experiments using either Cx43™/~ or Cx43™"/~;Col1a.1-2.3 kb-Cre mice
have demonstrated that Cx43 plays a crucial role in osteoblastic
differentiation and function (Plotkin & Stains, 2015).

However, although it was shown that human MSC (hMSC) express
Cx40, Cx43 and Cx45 (Talbot et al., 2013; Valiunas et al., 2004), and form
functional gap junctions, the role of connexins in the in vitro differentiation
of human MSCs into osteoblast progenitors remains poorly documented. In
this context, the aim of the present work was to determine the specific role
of Cx43 in the early differentiation of hMSCs into osteoblasts and
throughout the process of osteoblast differentiation by using small
interfering RNA against Cx43 as well as via a pharmacological approach
with GJIC inhibitors (18a-glycyrrhetinic acid and Gap27 peptide).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Ethics statement

Bone marrow aspirates were obtained from healthy volunteers
(age =46 + 12; range = 36-67) during orthopaedic surgical procedures
after exposure of the iliac crest in the orthopaedic department of the
University Hospital of Tours (France). The written consent of informed
patients was obtained for the use of tissue samples for anonymized
research, in accordance with French law (Art. L. 1245-2 du code de la
santé publique, Loi n° 2004-800 du 6 aoUt 2004 Journal Officiel du 7
aoUt 2004). The donors had no significant medical history. The study
followed the ethical guidelines of the University Hospital of Tours and
was approved by the ethics committee “Comite de protection des
personnes” (Tours—Region Centre Ouest).

2.2 | Cell culture

Human bone marrow stromal cells (hBMSCs) were isolated by Ficoll
density gradient separation as previously described (Chang, Hsieh, &
Chao, 2009). Non-adherent cells were removed by replacing the
culture medium and hBMSCs were then cultured in medium composed
of Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Lonza, Verviers, Belgium), 10%
fetal bovine serum (Hyclone, GE Healthcare Life Sciences, Velizy
Villacoublay, France) with 1 ng/ml basic fibroblast growth factor
(bFGF; R&D systems, Lille, France). Adherent cells were characterized
by flow cytometry (CD45~, CD34~, CD105%, CD73*, CD90*, and
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CD146*, purity = 99%) prior to further experiments. The expression of

each marker was not changed in the presence of bFGF.

2.3 | Osteoblast differentiation

hBMSCs were seeded at 1 x 10 cells/cm? in 24-well plates in culture
medium without bFGF. After 3 days, when the cells were confluent, the
medium was replaced by fresh medium supplemented with vitamin D3
(1078 M; Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) and dexamethasone
(10‘8 M; Sigma, Saint Quentin Fallavier, France), referred to as
“osteogenic medium” in the text. Three days later, ascorbic acid
(50 pg/ml; Sigma) and B-glycerophosphate (1077 M; Sigma) was added
to allow mineralization. Alizarin red staining was used to detect the
mineralized nodules formed, as previously described (Chipoy et al.,
2004). Briefly, around day 15, cells were fixed in ice-cold 70% ethanol
for 1 hr and incubated with Alizarin red S (40 mM, pH 7.4; Sigma) for
10 min at room temperature. After washing, images were captured
using a stereo microscope (Stemi 2000-C; Zeiss, Oberkochen,
Germany), and mineralized surfaces were quantified using the Qwin
software (Leica, Wetzlar, Germany). This software quantifies the red
pixel intensity of the whole well surface and expresses these values in
arbitrary units. Two gap junction inhibitors were used: the Cx43 mimetic
peptide Gap27 (250 uM; GeneCust, Ellange, Luxembourg) and the
chemical agent 18a-glycyrrhetinic (50 uM; Sigma). Medium in presence
or absence of GJIC inhibitors was replaced by fresh medium every 24 hr.

Control cultures were treated with the solvent (DMSO, Sigma) only.

2.4 | Western Blot

Cells were lyzed in a lysis buffer (1% SDS, 10 mM Tris pH 7.4, 1 mM
Sodium orthovanadate) and protein concentration was determined
by BCA kit (Sigma). A 10 ug of total protein extracts in Laemmli
buffer (62.5mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5%
2-mercaptoethanol, 0.001% bromophenol blue) were separated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to Immo-
bilon-P membranes (Millipore, Saint Quentin en Yvelyne, France).
Membranes were immunoblotted with mouse monoclonal anti-
connexin43 (dilution 1/1,000, Sigma) or mouse monoclonal anti-
GAPDH (dilution 1/2,000, Abcam, Paris, France). Antibody binding
was visualized with the enhanced chemiluminescence system
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, ThermoScien-
tific, Courtaboeuf, France). For quantification, luminescence was
detected with a Charge Couple Device (CCD) camera and analyzed
using the GeneTools program (Syngen, Cambridge, UK).

2.5 | Real-time polymerase chain reaction

Total RNA was extracted using NucleoSpin®RNAII (Macherey Nagel,
Hoerdt, France). A 1 pg of total RNA was used for first strand cDNA
synthesis using ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen, Courta-
boeuf, France). DNase | treatment (25 units, 10 min) of total RNA was
performed to eliminate genomic contamination. Real-time PCR was
performed with a Chromo4 instrument (Biorad, Marne la Coquette,
France) using SYBR Green Supermix reagents (Biorad). Primer

sequences are provided in Table 1. Calibration curves with different
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TABLE 1 Primer sequence for quantitative RT-PCR

Gene Gene (full name)

Cx43 Connexin43

OCN Osteocalcin

BSP Bone sialoprotein

ALP Alkaline phosphatase

Runx2 Runt-related transcription factor 2

SOX9 SRY (sex determining region Y)-box9
Cx45 Connexin 45
Hprt 1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1

Cycl Cytochrome c-1

Accession number
NM_000165.3
NM_199173.2
NM_004967
NM_000478.3
NM_004348.3
NM_000346.3
NM_005497.3
NM_000194.1
NM_001916

Forward primer
gcctgaacttgecttttcat
ggcgctacctgtatcaatgg
cgaatacacgggcgtcaatg
aacaccacccaggggaac
gcctaggegcatttcaga
gtacccgcacttgcacaac
tgggtaaccgaagttctggaca
tgaccttgatttattttgcatacc
gcatggtggtgaggactacg

Reverse primer
ctccagtcacccatgttgce
tcagccaactcgtcacagtc
gtagctgtactcatcttcataggce
ggtcacaatgcccacagatt
gctcttcttactgagagtggaagg
tcgctctegttcagaagtctc
gaacagtgagccagatcttccc
cgagcaagacgttcagtcct
ggccaggaaagtaggggttg

amounts of cDNA were used to validate the primers according the
MIQE guidelines (Bustin et al., 2009). Cyc1 (cytochrome c-1) and Hprt
1 (Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1) were used as
internal controls to normalize the data to determine the relative

expression of the target genes using the 2724 method.

2.6 | Plasmid constructs, transient cell transfections,
and reporter assays

The Cx43 promoter/gene reporter construct —2400Cx43-lux was a
gift from Gl Fishman, The Leon H. Charney Division of Cardiology,
New York University School of Medicine, New York, NY and has been
described previously (De Leon et al., 1994). Transient cell transfections
were performed with jetPEI™ (Polyplus-transfection, Strasbourg,
France). The phRLMLP-Renilla luciferase expression vector was
cotransfected in every experiment to monitor transfection efficien-
cies. Luciferase activity was determined with the Dual-Luciferase

reporter assay system (Promega, Charbonnieres, France).

2.7 | RNA interference

Modified hBMSCs cells were obtained by lentiviral cell transduction as
previously described (Trichet et al, 2006). Oligonucleotides were
designed and cloned into pSUPER to produce the short hairpin RNA
shRNACx43 directed against the human Cx43 gene. The targeted
sequence was TGCTGCGAACCTACATCAT. The cloned oligonucleo-
tides were controlled by sequencing (Genome Express) before subclon-
ing them with the upstream H1 promoter into the vector pFG12. As a
control, avector pFG12 was developed to produce shRNAs targeting the
LacZ gene. The resulting constructs were used for lentivirus production
following the protocols provided with the ViraPower Lentiviral

Expression System (Invitrogen) to transduce hBMSCs.

2.8 | Parachute assay

Gap junctional intercellular communication (GJIC) was determined by
“parachute” assay, as previously described (Talbot et al., 2013; Tellez-
Gabriel et al., 2017; Ziambaras, Lecanda, Steinberg, & Civitelli, 1998).
Cell cultures were divided into “acceptor” and “donor” cell groups.
Adherent acceptor cells were loaded with Dil (Sigma; 5uM), a
nontransferable membrane dye, for 1 hr, and confluent donor cells

were dyed with calcein-acetoxymethylester (calcein-AM; Sigma;
1 uM), a gap junction permeant dye, for 45 min. After loading, cells
were washed in PBS to remove the excess dye. Then, the calcein-AM-
dyed cells were trypsinized and parachuted on the Dil-dyed acceptor
cell layer at a cell ratio of 1:10 and incubated at 37°C for 2 hr to allow
calcein transfer via gap junctions. Dye coupling was analyzed using a
FACS FC500 cytometer (Beckmann Coulter, Villepinte, France). For
the analysis of results, gates were established on the day of each
experiment using non-dyed cells, cells dyed with calcein-AM, and cells
dyed with Dil.

2.9 | Cell proliferation assay (test XTT)

Cell viability was determined using a 2,3- bis(2 methoxy-4 nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) reagent assay kit
(Roche Molecular Biomedicals, Penzberg, Germany). Two thousand
cells per well were plated into 96-well plates. At confluence, cells were
cultured for 17 days in culture medium in the presence or absence of
GJIC inhibitors.

2.10 | Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 software (Graph-
Pad Software). The unpaired t-test was used for the comparison of two
conditions. An ANOVA test was used for the multi-group comparisons
of more than two samples. A two-way ANOVA test was used for multi-
group comparisons of data that compare two variables. The results are

given as mean + SD. Results with p < 0.05 were considered significant.

3 | RESULTS

3.1 | Increased production of Cx43 during the
differentiation of hBMSCs into osteoblasts in vitro

We first analyzed the in vitro differentiation of hBMSC into
osteoblasts under our experimental conditions (see materials and
methods). As shown in Figure 1a, incubation of hBMSCs in
monolayer cultures with osteogenic medium over 2 weeks resulted
in osteoblastic differentiation process as demonstrated by a marked

increase in mineral deposition revealed by Alizarin red staining.
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FIGURE 1
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In vitro differentiation of hBMSCs toward osteoblasts. h(BMSCs were cultured in the presence or absence of osteogenic medium

up to 17 days. (a) At each time point, cultures were fixed and stained with Alizarin red S. Results show one representative experiment of
three independent experiments. (b) Runx2, Alkaline Phosphatase (ALP), Bone Sialoprotein (BSP), and Osteocalcin (OCN) mRNA steady-state
levels were determined by quantitative RT-PCR, and are expressed relative to the control culture in absence of osteogenic medium. Bars
indicate mean £ SD of three independent experiments performed in duplicate

Concurrently, there was an increase in the expression of genes
associated with osteoblast differentiation (Figure 1b). The expres-
sion of Runx2, the main transcriptional factor involved in the
osteoblast commitment and the early differentiation of hBMSCs into
osteoblast progenitors (Marie, 2008), was increased quickly after
stimulation of hBMSCs with osteogenic medium. Indeed, quantita-
tive real-time PCR demonstrated that Runx2 mRNA levels increased
from day 1 until day 3 and then decreased. Quantitative real-time
PCR demonstrated that the levels of transcripts encoding Alkaline
Phosphatase (ALP), a gene associated with the differentiation of
osteoblast progenitors into immature osteoblasts, increased from
days 3 to 7, and then slowly returned to basal level. The transcript
levels of Bone Sialoprotein (BSP) and Osteocalcin (OCN), two genes
associated with the late differentiation of immature osteoblasts into

mature osteoblasts, gradually increased starting at day 13 and day 7,

respectively, until the end of the experiment. As expected, the
expression of Sox9, a transcription factor implicated in chondrocyte
differentiation was not modified after stimulation of hBMSCs with
osteogenic medium (data not shown).

We secondly analyzed the production of Cx43 during hBMSC
differentiation into osteoblasts under our experimental conditions.
Interestingly, Western-Blot analysis showed an increase in Cx43
protein level after treatment of hBMSCs with osteogenic medium
for 9 days, which remained stable until day 15 (Figure 2a). To
determine whether the induction of Cx43 production during hBMSC
differentiation occurred via modulation of the corresponding gene,
the Cx43 mRNA steady-state levels following treatment with
osteogenic medium were measured by real-time PCR. As shown
in Figure 2b, induction of Cx43 mRNA was observed in response to

osteogenic medium after 9 days of treatment, and Cx43 levels



TALBOT T AL

950 Journalof
Cellular Physiology WILEY
a

CXA3T | - s s . i — —— — —

GAPDH | i s i -

Diff - + - + - + - +
5 9 1 13
Time (days)
b 41
°
>
2
< 31
z
=
(2] 2-
<
3
o 1
2
s
g 0
01357 911131517
Time (days)
C 8 -
*k%
[ar)
X 6
Sz
332
Yo 44
25
57 24
[]
4
0
Diff = +
d ] control [ parachute
& T Qi
@
FL1 log ° FL1 log
Diff " +

Relative Cx45 mRNA level

01357 911131517
Time (days)

30- Kk
254
20
15+
10+

Relative transfer ratio

5

0-
Diff - +

FIGURE 2 Increase of Cx43 production during the differentiation of hBMSCs into osteoblasts. hBMSCs were cultured in the presence

or absence of osteogenic medium (Diff) up to 17 days. (a) Cx43 production was detected by Western Blot analysis. Result shown is
representative of three independent experiments. (b) Cx43 and Cx45 mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR,
and expressed relative to the control culture in absence of osteogenic medium. Bars indicate mean + SD of three independent experiments
performed in duplicate. (C) hBMSC cells were incubated in the presence or absence of osteogenic medium for 9 days. After incubation, cell
cultures were transfected with the —2400Cx43-lux construct, and incubation continued for another 48 hr. Bars indicate mean + SD of three
independent experiments performed in duplicate (***p < 0.01). (D) FACS analysis of calcein transfer in hBMSCs treated or not with osteogenic
medium during 17 days. Histogram plots (left panel) represent the mean of fluorescence recorded in FL1 channel, which corresponds to
calcein-positive cells. Control peak corresponds to cells dyed with Dil only, and parachute peak to cells double-labeled. Histograms (right
panel) indicate mean of the relative transfer-ratio of calcein between cells, which represents a direct measure of the degree of dye coupling.
Bars indicate mean + SD of three independent experiments performed in duplicate (***p < 0.01)

remained elevated until day 17. By contrast, no change in the
expression of Cx45 was observed during this process of hBMSC
differentiation (Figure 2b). Although the presence of Cx40 has been

demonstrated in hMSC (Valiunas et al., 2004), its expression level

remains very low (under the limit of capacity of detection by PCR in
our experimental conditions) throughout the differentiation process
(data not shown). To further explore whether the effect of

osteogenic medium on Cx43 gene expression takes place at the
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transcriptional level, transient cell transfections were performed
with the Cx43 promoter/gene reporter construct —2400Cx43-lux.
As shown in Figure 2c, osteogenic medium induced a 6.5-fold
transactivation of the Cx43 promoter in hBMSCs. To determine
whether the increase in Cx43 gene expression in hBMSCs during
osteogenic differentiation is associated with gap junctional intercel-
lular communication changes, GJIC was analyzed by FACS using the
parachute assay. GJIC was significantly enhanced (26-fold increase)
after 17 days of incubation of hBMSCs with osteogenic medium
(Figure 2d).

Together, these results demonstrated an increase in Cx43
production and subsequent cell-cell communication during the
differentiation of hBMSCs into osteoblasts.

3.2 | Small interfering RNA against Cx43 and
treatment with 18a-glycyrrhetinic acid or Gap27
peptide efficiently reduce GJIC between hBMSCs

To investigate the role of Cx43 and GJIC during the early
differentiation of h(BMSCs into osteoblast progenitors and throughout
the process of hBMSC differentiation into mature osteoblasts, Cx43
was stably knocked down in hBMSCs by transduction with a lentiviral
vector or the cells were treated with the GJIC inhibitor 18a-
glycyrrhetinic acid or with the peptide Gap27.

As shown in Figure 3a, shCx43 cells were characterized by a
significant (70%) reduction in Cx43 mRNA levels compared to
shLacZ or parental cells used as control. This decrease was
confirmed at the protein level (Figure 3b). The knocked down of
Cx43 does not change the Cx45 gene expression in hBMSCs
(Figure 3a). In addition, GJIC analysis using the parachute assay
demonstrated that GJIC was significantly decreased (by 50%) in
shCx43 cells compared to shLacZ cells or parental hBMSCs
(Figure 3c). Of note, the Cx43 knock-down does not affected the
proliferation rate of the cells (data not shown). As shown in
Figure 3d both, 18a-glycyrrhetinic (50 uM) acid and Gap27 peptide
(250 uM) significantly reduce GJIC between hBMSCs by, respec-
tively, 70% and 60% after 24 hr incubation of the cells. Of note, in
the experimental conditions used, the viability of cells was not
affected in the presence of 18a-glycyrrhetinic acid or Gap27 peptide
throughout the experiment (Figure 3e).

Together these results demonstrated that small interfering RNA
against Cx43 or treatment with two GJIC inhibitors efficiently reduce
GJIC between hBMSCs.

3.3 | Cx43 knocked down blocks the differentiation
of hBMSCs into osteoblasts

We next investigated the effect of the Cx43 knocked down on the
osteogenic differentiation of hBMSCs. As shown in Figure 4a, an
early decrease in Runx2 expression was observed in shCx43 cells in
response to osteogenic medium compared to that measured in
shLacZ cells or in parental cells. Indeed, Runx2 mRNA steady-state
levels were increased by approximately threefold in parental and

shLacZ cells after treatment of hBMSCs with osteogenic medium for
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1 day, but only by 1.7-fold in shCx43 cells. Furthermore, a significant
decrease in ALP, BSP, and OCN expression levels was observed in
shCx43 cells in response to osteogenic medium compared to those
measured in shLacZ or in parental cells. ALP mRNA steady-state
levels were increased by approximately ninefold in parental and
shlLacZ cells, but only by twofold in shCx43 cells after 7 days of
incubation with osteogenic medium (Figure 4a). OCN and BSP mRNA
steady-state levels were increased by approximately 180- and 16-
fold, respectively, in parental and shlLacZ cells, and only by 120- and
8-fold in shCx43 cells after treatment of hBMSCs with osteogenic
medium for 17 days (Figure 4a). Interestingly, after 17 days of
treatment with osteogenic medium, a marked decrease (60%) in
mineral deposition was measured in shCx43 monolayer cultures
compared to that measured in shLacZ or in parental cultures
(Figure 4b). Finally, the expression level of Cx45 was evaluated by
quantitative real-time PCR throughout the process of differentia-
tion. As shown in Figure 4c, the expression level of Cx45 is not
modified by the knocked down of Cx43 in hBMSC and remains
unchanged throughout the process of differentiation. In contrast
and as expected, the expression level of Cx43 was decreased after
hBMSC infection with the shRNA against Cx43 and remains very low
throughout the process of differentiation.

Together, these results indicate a crucial role of Cx43 during the
early differentiation of hBMSCs into osteoblasts and throughout the

process of osteoblast differentiation.

3.4 | Treatment with GJIC inhibitors inhibits the
differentiation of hBMSCs into osteoblasts

To investigate the role GJIC, and not only the role of Cx43 expression,
during the early differentiation of hBMSCs into osteoblast progenitors
and throughout the process of hBMSC differentiation into mature
osteoblasts, the cells were treated with 18a-glycyrrhetinic acid or
Gap27 peptide.

As shown in Figure 5a, a significant decrease in Runx2
expression level in response to osteogenic medium was observed
in the presence of 18a-glycyrrhetinic acid or Gap27 peptide
compared to hBMSCs cultured without inhibitor. Treatment of
hBMSCs with osteogenic medium for 1 day induced a 3.6-fold
increase in Runx2 mRNA steady-state levels. By contrast, Runx2
level increased by only 1.4- and 1.6-fold in the presence of 18a-
glycyrrhetinic acid or Gap27 peptide. A significant decrease in ALP,
BSP and OCN expression levels in response to osteogenic medium
was also observed in the presence of 18a-glycyrrhetinic acid or
Gap27 peptide compared to hBMSC controls (Figure 5a). ALP mRNA
steady-state levels were increased by 8.6-fold in the absence of a
GJIC inhibitor, while treatment with 18a-glycyrrhetinic acid or
Gap27 peptide induced only a 2.2- and 3.2-fold increase in mRNA
levels, respectively, after 7 days of incubation of hBMSCs in
osteogenic medium. Treatment of hBMSCs with osteogenic medium
for 17 days induced an increase in OCN and BSP mRNA steady-state
levels of 137- and 10-fold, respectively. By contrast, OCN and BSP
levels increased by only 30- and 2.3-fold in the presence of 18a-

glycyrrhetinic acid, and by 63- and 4.7-fold in the presence of Gap27
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FIGURE 3 Small interfering RNA against Cx43 and GJIC inhibitors efficiency block GJIC in hBMSCs. (a) Cx43 and Cx45 mRNA steady-state
levels were determined by quantitative RT-PCR in parental (P), shLacZ, and shCx43 cells as indicated. Bars indicate mean + SD of three
independent experiments performed in duplicate (**p < 0.05). (B) Cx43 production was detected by Western Blot analysis in parental, shLacZ
and shCx43 cells as indicated. Result shown is representative of three independent experiments. (c) FACS analysis of calcein transfer in
parental, shLacZ and shCx43 hBMSCs. Bars indicate mean + SD of three independent experiments performed in duplicate (***p < 0.01). (d)
FACS analysis of calcein transfer in hBMSCs treated or not with 18a-glycyrrhetinic acid (50 uM) or Gap27 peptide (250 uM) for 24 hr. Bars
indicate mean + SD of three independent experiments performed in duplicate (***p < 0.01). (e) hBMSCs viability, treated or not with 18a-
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5-carboxanilide (XTT) reagent assay kit. Bars indicate mean + SD of three independent experiments performed in duplicate
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FIGURE 4 Small interfering RNA against Cx43 inhibits the differentiation of hBMSCs into osteoblasts. (a) Parental, shLacZ and shCx43 cells
were cultured in the presence or absence of osteogenic medium. The expression of Runx2 was determined by quantitative RT-PCR after
incubation of hBMSCs with osteogenic medium for 1 day. The expression of ALP was determined by quantitative RT-PCR after incubation of
hBMSCs with osteogenic medium for 7 days. The expression of BSP and OCN mRNA steady-state levels were measured by quantitative RT-
PCR after incubation of hBMSCs with osteogenic medium for 17 day. Bars indicate mean + SD of three independent experiments performed
in duplicate (**p < 0.05, ***p < 0.01). (b) Parental, shLacZ, and shCx43 hBMSCs were cultured in the presence or absence of osteogenic
medium. Seventeen days after induction of osteogenesis, cultures were fixed, and stained with Alizarin red S. Results show one representative
experiment of three independent experiments. (c) Parental, shLacZ, and shCx43 cells were cultured in the presence or absence of osteogenic
medium. The expression of Cx43 and Cx45 were determined by quantitative RT-PCR throughout the differentiation process. Results indicate
mean = SD of three independent experiments performed in duplicate

peptide. In agreement with these data, a significant decrease in osteogenic medium, hBMSCs treated with 18a-glycyrrhetinic acid or
mineral deposition was measured in the presence of 18a- Gap27 peptide showed significantly less Alizarin red S staining (95%
glycyrrhetinic acid or Gap27 peptide compared to cells cultured in and 60%, respectively) compared to cells cultured without GJIC

the absence of GJIC inhibitors. After 17 days of treatment with inhibitor (Figure 5b).
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FIGURE 5 GJIC inhibitors reduce the differentiation of hBMSCs into osteoblasts. (a) hBMSCs were cultured in the presence of GJIC
inhibitors (a-glycyrrhetinic acid or Gap27) as indicated. The expression of Runx2 was determined by quantitative RT-PCR after treatment with
osteogenic medium for 1 day. The expression of ALP was determined by quantitative RT-PCR after treatment with osteogenic medium for

7 days. Seventeen days after treatment of the cells with osteogenic medium (Diff), BSP, and OCN mRNA steady-state levels were determined
by quantitative RT-PCR. Bars indicate mean + SD of three independent experiments performed in duplicate (**p < 0.05; ***p < 0.01). (b)
Cultures were fixed and stained with Alizarin red S 17 days after induction of osteogenesis in the presence or absence of 18a-glycyrrhetinic
acid (50 uM) or Gap27 (250 uM). Results show one representative experiment of three independent experiments

Together, these results indicate an important role GJIC during the
early differentiation of hBMSCs into osteoblasts and throughout the

process of osteoblast differentiation.

4 | DISCUSSION
Previous in vitro studies have demonstrated the importance of Cx43in
osteoblast function and during the late stages of osteoblast

differentiation specifically during the differentiation of immature

osteoblasts into mature osteoblasts able to mineralize (Plotkin &
Bellido, 2013; Stains & Civitelli, 2016). In vivo experiments using either
Cx437/~ or Cx43%7;Col1a.1-2.3 kb-Cre mice have demonstrated that
Cx43 plays a crucial role in osteoblastic differentiation (Plotkin &
Stains, 2015). However, the role of Cx43 in the early differentiation of
hBMSCs into osteoblasts in vitro remains poorly documented.

In the present study, we first demonstrate that Cx43 expression is
increased at the transcriptional level during the late differentiation of
hBMSCs into mature osteoblasts. Many transcription factors control

osteoblastogenesis. Among them, activator protein-1 (AP-1), a dimeric
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transcription factor formed by Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB) and Jun
proteins (c-Jun, JunB, JunD) is required for bone formation and
remodeling (Eferl & Wagner, 2003). For example, most Fos proteins
are implicated in the proliferation and differentiation of osteoblasts
(Grigoriadis, Schellander, Wang, & Wagner, 1993). Interestingly, one
AP-1-binding site has been identified in the human Cx43 proximal
promoter P1 (approximately 150 nucleotides up- and downstream of
the transcription initiation site), suggesting that this AP-1 response
element could be involved in the increased expression of Cx43 during
hBMSC differentiation into osteoblasts.

Additionally, we demonstrate that Cx43 and subsequent GJIC play
an important role throughout the differentiation of hBMSCs into
osteoblasts from the early stages to the process of mineralization. It is
well recognized that gap junctional communication plays an important
role in the control of differentiation into different cell types and tissues
(Duval et al., 2002). Specifically, it has been shown that Cx43 and GJIC
are crucial in the regulation of self-renewal and maintenance of
pluripotency in embryonic stem cells (Todorova, Soria, & Quesada,
2008). With regard to hBMSC differentiation, osteoblastogenesis may
be schematically defined by three phases (Marie, 2008): (1) the
osteoblast commitment of hBMSCs and the early differentiation of
hBMSCs into osteoblast progenitors; (2) the differentiation of these
osteoblast progenitors into immature osteoblasts; and (3) the
differentiation of immature osteoblasts into mature osteoblasts able
to mineralize. All these three phases are characterized by sequentially
expressed genes. The first stage is characterized by the expression of
Runx2, the earliest and the most specific transcription factor of
mesenchymal stem cell commitment toward osteoblastic lineage
(Wagner & Karsenty, 2001). Runx2 is indeed expressed in all
mesenchymal condensations before osteoblast differentiation during
early murine skeleton development at E10.5-E12.5 (Ducy, Zhang,
Geoffroy, Ridall, & Karsenty, 1997). Our in vitro results showed that
Runx2 is induced very early, 1 day after stimulation of hBMSCs with
osteogenic medium. This early increase in Runx2 expression precedes
the increased expression of ALP (expression peak at day 7), a gene
specific to the differentiation of osteoblast progenitors into immature
osteoblasts (the second stage of the differentiation process). In this
work, we specifically demonstrated that the early increase in Runx2
expression observed after stimulation of hBMSCs with differentiation
medium is inhibited both by the use of an shRNA against Cx43 or by
GJIC inhibitors, suggesting that Cx43 as well as GJIC play a role during
the commitment of hBMSCs toward osteoblastic lineage or at least
during the early stages of hBMSC differentiation into osteoblast
progenitors. In addition, using hBMSCs rather than osteoblast
progenitors used in previous studies, our results also demonstrated
that Cx43 plays a central role during the differentiation of osteoblast
progenitors into immature osteoblasts and later during the differenti-
ation of these immature osteoblasts into mature osteoblasts.

Regarding the convergence of Cx43 and Runx2 expressions, it has
been previously demonstrated that the overexpression or knockdown
of Cx43 is able to regulate the expression and/or the transcriptional
activity of Runx2 in several cells such as MC3T3-E1, mouse calvaria
osteoblastic, human fetal osteoblastic, or longitudinal ligament cells (Li,
Zhou, Saunders, & Donahue, 2006; Niger et al., 2011, 2012; Stains,
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Lecanda, Screen, Towler, & Civitelli, 2003; Thi, Urban-Maldonado,
Spray, & Suadicani, 2010; Yang et al., 2016). The studies on the
molecular mechanism underlying this process have identified two
effectors, the extracellular signal-regulated kinase (ERK) and the
protein kinase C delta (PKC), responsible for Cx43-regulation of Runx2
expression and/or Runx2 transcriptional activity (Li et al., 2015; Lima,
Niger, Hebert, & Stains, 2009; Niger et al., 2012, 2013; Tu et al., 2016).

Gap junctions can mediate the passage of nucleotides, amino acids,
ions and second messengers between coupled cells allowing ionic and
metabolic signaling communication (Harris, 2007). Among these
messengers able to cross through gap junctional channels, there is
evidence that the spatial and temporal patterns of calcium are crucial in
the regulation of the differentiation process. Both the stable increase in
Ca?* intracellular concentration ([Ca?*]), and the oscillations of [Ca®
*] are a mode of signaling in both excitable and non-excitable cells. In
bone marrow-derived stem cells, spontaneous [Ca?*] oscillations were
shown to depend on Inositol P3-mediated Ca?* release followed by Ca?*
influx from the extracellular compartment (Kawano et al., 2002). In this
context, it has been shown that [Ca?*] oscillations can be regulated by
intercellular coupling through gap junctions (Dupont, Combettes, &
Leybaert, 2007). We can thus hypothesize that Cx43-mediated gap
junctional intercellular communication drives the differentiation of
hBMSCs into osteoblasts via its ability to propagate [Ca?*] oscillations.
However, future studies are required to establish the nature of the

signals, Ca?* or others, which drive the hBMSC differentiation process.
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Réle de la voie de signalisation Hippo dans le développement des ostéosarcomes

Mots clés : Ostéosarcome, YAP, Smad3, TEAD

Résumé : L'ostéosarcome (OS) est la tumeur

osseuse primitive maligne la plus fréquente
chez les enfants et les adolescents dont le
pronostic reste mauvais, surtout lorsque des
métastases sont présentes au diagnostic. Des
analyses transcriptomique de biopsies de
patients atteint d’OS révélent la présence d’'une
signature génique de la voie de signalisation
Hippo dans I'OS. Son principal effecteur, YAP,
est connu pour son réle oncogéne dans un
certain nombre de cancer. Afin d’étudier son
réble dans le développement de I'OS, nous
avons développé une approche moléculaire en
surexprimant une protéine YAP capable ou non
d’'interagir avec son facteur de transcription
TEAD. Des expériences in vitro et in vivo
réevélent le rdéle crucial de TEAD dans la
prolifération cellulaire et la croissance tumorale
médiée par YAP. De plus nous avons montré
que la surexpression de YAP augmente la
migration cellulaire in vitro et la dissémination

métastatique in vivo, indépendamment de son
interaction avec TEAD. Des analyses
transcriptomique ont montré un enrichissement
de genes liées a la transition épithéliaux-
mésenchymateuse, a la migration cellulaire et
au TGF-B dans les cellules surexprimant YAP,
quel que soit sa capacité a interagir avec
TEAD. Des expériences de PLA et
d'immunoprécipitation montrent une interaction
YAP/Smads3, le principal effecteur de la voie du
TGF-B. A laide d'un inhibiteur spécifique du
TGF-B, le SD-208, nous montrons le réle
essentiel de la signalisation TGF-p/Smads
dans la dissémination métastatique médiée par
YAP. Ces résultats ont défini le role spécifique
de TEAD et Smad3 dans la progression
tumorale de I'OS, et identifi€é YAP comme un
acteur central du développement de I'OS.
Ainsi, YAP pourrait étre une cible
thérapeutique prometteuse dans I'OS.

Role of the Hippo signalling pathway in osteosarcoma development

Keywords : Osteosarcoma, YAP, Smad3, TEAD

Abstract: Osteosarcoma (OS) is the most
common primary malignant bone tumour in

children and adolescents for whom the
prognosis remains poor, especially when
metastases are present at diagnosis.

Transcriptomic analyses of biopsies from OS
patients reveal the presence of an Hippo
signalling pathway gene signature in the OS. Its
main effector, YAP, is known for its oncogenic
role in a number of cancers. In order to study its
role in the development of OS, we developed a
molecular approach by overexpressing YAP that
could or not interact with its transcription factor
TEAD. In vitro and in vivo experiments revealed
the crucial role of TEAD in cell proliferation and
tumor growth mediated by YAP. In addition, we
showed that overexpression of YAP increases
cell migration in vitro and

metastatic dissemination in vivo, regardless of
its interaction with TEAD. Transcriptomic
analysis showed a genes enrichment related to
epithelial-mesenchymal transition, cell
migration and TGF-B in cells overexpressing
YAP, regardless of its ability to interact with
TEAD. PLA and immunoprecipitation
experiments showed YAP/Smad3 interaction,
the main effector of the TGF- pathway. Using
a specific inhibitor of TGF-B, SD-208, we

demonstrated the essential role of TGF-
B/Smads  signalling in YAP-mediated
metastatic  dissemination. These results

defined the specific role of TEAD and Smad3
in the tumor progression of OS, and identified
YAP as a central actor in the development of
OS. Thus, YAP could be a promising
therapeutic target in OS.



