DOCTORAT
BRETAGNE
LOIRE

L]

UNIVERSITE DE NANTES

These de doctorat de

L'UNIVERSITE DE NANTES

EcoLE DOCTORALE N° 605
Biologie Santé
Spécialité : Cancérologie

Par Vincent CRENN

Impact du microenvironnement et de la vascularisation tumorale dans la
réponse de I'ostéosarcome a la chimiothérapie

These présentée et soutenue a Nantes, le 29 mars 2021
Unité de recherche : Laboratoire PhyOs, INSERM UMR1238, Sarcomes osseux et remodelage des tissus calcifiés

Rapporteurs avant soutenance :

Natacha Entz-Werlé Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, CHU Strasbourg
Marie-Héléne Lafage-Proust  Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, CHU Saint Etienne

Composition du Jury :

Présidente : Anne Brouchet Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, CHU Toulouse
Examinateurs : Anne Brouchet Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, CHU Toulouse
Rosset Philippe Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, CHU Tours
Corre Isabelle Chercheur laboratoire PhyOs, INSERM UMR 1238
Potiron Vincent Ingénieur de recherche, laboratoire CRCINA, INSERM UMR 1232
Dir. de thése : Francoise Redini Directrice de recherche, laboratoire PhyOs INSERM UMR 1238

Co-encadrant Francois Gouin Professeur des Universités — Praticien Hospitalier, Centre Léon Bérard Lyon






Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire
PHY-OS, INSERM UMR 1238,
Sarcomes osseux et remodelage des tissus calcifiés,

Faculté de Médecine de Nantes.

Ll

UNIVERSITE DE NANTES






Remerciements

A Madame Frangoise Redini. Merci de m’avoir encadré pour ce travail et accueilli dans le
laboratoire. Merci pour vos conseils, votre patience, et votre confiance. Merci de m'avoir accordé
la possibilité de mener a bien ce projet malgré mon activité clinique. Que ce travail soit le
témoignage de ma reconnaissance.

A Monsieur le Professeur Francois Gouin. Merci de m’avoir co-encadré pour cette thése et de
m'avoir encouragé a la débuter. Merci de votre soutien, vous m’avez transmis votre passion pour
la prise en charge des tumeurs musculo-squelettiques. Merci aussi de m'accueillir a2 Lyon pour y
parfaire mes connaissances. Que ce travail soit le témoignage de ma profonde reconnaissance.

A Madame Isabelle Corre. Merci pour ta gentillesse, et le partage de tes connaissances. Ce travail
n'aurait pas été possible sans ton aide. Merci de m'avoir guidé, de m'avoir conseillé. Que ce travail
soit le témoignage de ma reconnaissance.

A Madame le Professeur Anne Brouchet. Merci de votre encouragement et de vos conseils
depuis le début de ce travail, et merci pour les collaborations a venir. Merci de me faire ’honneur
de juger ce travail.

A Monsieur Vincent Potiron. Merci d'accompagner ce travail depuis son commencement, merci
de tes conseils. Merci de me faire ’honneur de juger ce travail.

A Monsieur le Professeur Philippe Rosset. Merci de votre présence éclairante au sein du grand
Ouest. Merci de me faire ’honneur de juger ce travail.

A Madame le Professeur Marie-Héléne Lafage-Proust. Merci d’avoir accepté de juger ce travail.

A Madame le Professeur Natacha Entz-Werlé. Merci également d’avoir accepté de juger ce

travail.

A Monsieur Jéréme Amiaud. Ce travail n'aurait pas vu le jour sans ton aide précieuse. Merci de
tes lumieres pour les analyses histologiques. Merci. Que cette thése soit le témoignage de ma

reconnaissance et de mon amitié.

A Monsieur Kevin Biteau. Merci pour ton aide précieuse concernant I’élaboration des modéles, et

la culture cellulaire.

A Madame le Docteur Anne Moreau. Merci pour les analyses histologiques sur tissu humain.

Merci pour vos explications et votre aide.



A Régis Brion, Céline Charrier, Séverine Battaglia, LLuciano Vidal... et tous les tous les membres

du laboratoire qui m’ont toujours bien accueilli.

A Denis Waast, et Sophie Touchais, pour m’avoir permis de moduler mon activité ces derniers

mois. Votre soutien m’a permis de mener a bien ce travail. Je vous en suis trés reconnaissant.

A mes jeunes collegues orthopédistes : Yoann, Francois, Yonis. Merci de votre aide et de votre

soutien.
A mes collegues et orthopédistes, Guy, Marc, Guillaume, merci de vos enseignements.

A Christophe Nich, pour avoir repris I'activité universitaire a Nantes, et pour son soutien dans

mon parcours.
A Sylvain Briand, pour ses enseignements, et des blocs inoubliables.
A Louis-Romée et Jean-Camille pour leur présence au sein des Jeunes Boulistes Francophones.

A Pierre Kubicek, Chloé Dumars pour leur implication sur a thématique du

microenvironnement qui a permis ce travail.



Auwux malades et a lenrs proches,

A Jean-Clande particulicrement,

A Maélle,

A mon pere et mon grand-pere, pour nr’avoir transmis le virus de la médecine.
A Monique,

A ma meére,

A Sabrina pour sa patience et son amonr,

A Hector,






Sommaire

LISTE DES ABREVIATIONS 13
TABLE DES ILLUSTRATIONS 17
INTRODUCTION 23
L’OSTEOSARCOME 23
GENERALITES ET EPIDEMIOLOGIE: 23
Epidémiologie 23

Présentation clinique 24

Aspect a 'imagerie 25

Diagnostic 26
Caractéristiques tumorales générales 27
PATHOGENESE : 29

Role de la croissance 30

Facteur environnementaux 32

Facteurs génétiques 32

FACTEURS PRONOSTICS ET ANALYSE ANATOMOPATHOLOGIQUE : 35
Facteurs cliniques et biologiques 36

Facteurs histologiques 37

Limites des facteurs pronostics 42

TRAITEMENT : 44
Chirurgie 45

Généralités 46
Thérapeutiques innovantes et études en cours : 48
HETEROGENEITE TUMORALE : 50

LE MICROENVIRONNEMENT 53
GENERALITES 53

LA VASCULARISATION OSSEUSE ET SON MICROENVIRONNEMENT EN CONDITION

PHYSIOLOGIQUE 54
Généralités, architecture et fonction de la vascularisation de ’os 55
Vaisseaux H et L dans ’os normal et en croissance 59



MICROENVIRONNEMENT TUMORAL ET SPECIFICITES DANS L’OSTEOSARCOME 61

Les cellules osseuses et le remodelage osseux 63
Les cellules immunitaires 67
Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 70
Les cellules du microenvironnement vasculaire 71

Perspectives dans la compréhension et le ciblage du microenvironnement de

lostéosarcome 31

OBJECTIES DE I.A THESE 83

ARTICLE ORIGINAL : INFLUENCE DU MICROENVIRONNEMENT DANS LA
REPONSE HISTOLOGIQUE DE I’OSTEOSARCOME A 1A CHIMIOTHERAPIE :

APPROCHE PRECLINIQUE ET ANALYSE RETROSPECTIVE 84
PRESENTATION DE L’ARTICLE 85
INTRODUCTION : 85
PRINCIPES ET OBJECTIES : 86

CHOIX METHODOLOGIQUES : 86
Modele préclinique in vitro et in vivo 86

Analyse rétrospective pilote 88
PUBLICATION 89
DIscUSSION 107
MODELE DE BON ET MAUVAIS REPONDEURS 107
Validation de expérience 108

CRITIQUES ET LIMITES DE L’ETUDE : 109
Modéle murin 109

Analyse rétrospective 109

TRAVAUX COMPLEMENTAIRES ET PERSPECTIVES 110

L’axe de la résorption osseuse 110

Modeles complémentaires 112

Analyse de 'environnement vasculaire 113

ARTICLE ORIGINAL : SIGNATURE DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL
VASCULAIRE EN TANT QUE MARQUEUR DE LA REPONSE THERAPEUTIQUE

10



A LA DOXORUBICINE DANS UN MODELE PRECLINIQUE D'OSTEOSARCOME

115

PRESENTATION DE L’ARTICLE 116
INTRODUCTION : 116
PRINCIPES ET OBJECTIFS : 117

CHOIX METHODOLOGIQUES : 117
PUBLICATION 119
DISCUSSION 147
CRITIQUES ET LIMITES 148

Limite de Peffectif 149

Choix des marqueurs 150

Stade d’analyse des marqueurs 150

Analyse quantitative 151

PERSPECTIVES : 151
Modele préclinique 152

Analyse sur biopsies humaines 152
CONCLUSION 155
REFERENCES : 157
ANNEXE 1 177

11



12



Liste des abréviations

ADN Acide Désoxyribonucléique
aFGF Fibroblast Growth Factor A
ALP Alkaline Phosphatase

ARNmM Acide Ribonucléique Messager
ATRX Alpha-Thalassemia/Mental Retardation, X-Linked
BET Bromo- And Extra-Terminal
bFGF Fibroblast Growth Factor B
BRCA1 Breast Cancer 1

BRCA2 Breast Cancer 2

BSP Bone Sialoprotein

CD146 Cluster Of Differentiation 148
CD163 Cluster Of Differentiation 163
CDo68 Cluster Of Differentiation 68
CDS8 Cluster Of Differentiation 8
CI50 Concentration Inhibitrice Médiane
c-KIT Tyrosine-Protein Kinase Kit
c-MET Tyrosine-Protéine Kinase Met
CSM Cellule Souche Mésenchymateuse
DLG2 Disks Large Homolog 2

EC Endothelial Cell

FDA Food And Drug Administration
FGF23 Fibroblast Growth Factor 23
FOXP3 Forkhead Box P3

HAS Haute Autorité De Santé

13



HIF1 Hypoxia-Inducible Factor 1

1GF1 Insulin-Like Growth Factor-1

IHC Immunohistochimie

1.1 Interleukine-1

1L-6 Interleukine-6

1L.-8 Interleukine-8

IRM Imagerie Par Résonnance Magnétique
LCN2 Lipocaline 2

IncARN Longs ARN Non Codants

M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor
MDM2 Murine Double Minute 2

MDP Muramyl Dipeptide

MEC Matrice Extra-Cellulaire

MiARN Micro ARN

MKI Multi Kinase Inhibiteur

MTP-PE Muramyl Tripeptide Phosphatidyl Ethanolamine
NCT National Clinical Trial

NG2 Neural/Glial Antigen 2

OC Osteocalcine

OPG Ostéoprotégérine

PD-ECGF Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor

PDGFR-8 Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Beta Polypeptide

RANK Receptor Activator Of NF-Kb
RANKL Receptor Activator Of NF-Kb Ligand
RB Rétinoblastome

14



RunX2

Sox9

SSG

Stir

K

TKI

TMA

TNF

TP53

VE

VEGF

x-SMA

Runt-Related Transcription Factor 2
Sry-Box Transcription Factor 9
Scandinavian Sarcoma Group

Short Tau Inversion-Recuperation
Tyrosine Kinase

Tyrosine Kinase Inhibitor

Tissue Micro-Array

Tumor Necrosis Factor

Tumor Protein 53

Vesicule Extracellulaire

Vascular Endothelial Growth Factor

Alpha Smooth Muscle Actin

15



16



Table des illustrations

Figure 1: Epidémiologie de I’Ostéosarcome. Incidence de l'ostéosarcome selon 1'age et le sexe.

SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) 18 data (1973-2013) (Gianferante et al.,

Figure 2: Aspect clinique d'un adolescent présentant un ostéosarcome de I'humérus proximal

droit. (Hdéme de la région deltoidienne, et atrophie de la musculature pectorale. .........ccocvvevenneee. 24

Figure 3 : Ostéosarcome du fémur gauche d'un garcon de 11 ans. (A) La radiographie
antéropostérieure objective une lésion extensive agressive mixte, lytique et sclérotique de la
diaphyse, avec une réaction périostée. (B) L'image sagittale de 'IRM en T1 montre I'étendue de la
lésion de la moelle osseuse en hyposignal. (C) L'image coronale en séquence STIR (Short Tau

Inversion Recovery) visualise mieux la masse extra-osseuse associée et de I'cedeme péri-1ésionnel.

Figure 4 : Ostéosarcome conventionnel de haut grade, microscopie optique avec coloration HES
: prolifération dense, faite de cellules atypiques. Flaboration focale d’une matrice ostéoide par les

cellules tuMOTales (FIECRES)....cuiuiuiuiuiuiiiiiiiieieieieirr bbbttt 27

Figure 5: Classification des différents types d’ostéosarcomes. Présentation primitive, secondaire a
une pathologie sous-jacente ou a une exposition, localisation aux parties molles, et métastatique

(Themes, 2010). ..cuciiriieeiieeet ettt ettt ettt b ettt sttt be et sesesesene 28

Figure 6 : Aspect macroscopique de différents sous-types histologiques d’ostéosarcome de fémur

distal produisant différents types de matrice (ostéoblastique, fibroblastique, chondroblastique)..29

Figure 7 : Origine des sarcomes osseux. Facteur de transcription Sox9 (High-Mobility Group
Box) lié a la différenciation chondrogénique, facteur de transcription Runx2 lié a
l'ostéoblastogenese, ALP : phosphatase alcaline, OC: ostéocalcine, BSP: Bone sialoprotein

(sialoprotéine osseuse) (Brown et al.; 2018). ...cccviiiiiiiiiiininiiiiiiiic 30

Figure 8 : Connexions entre 1'étiologie, la biologie et le traitement de I'ostéosarcome. (Gianferante

CE AL 20T7) ettt ettt bbbttt enes 31

Figure 9 : Identification des altérations moléculaires avec potentiel métastatique des cellules
d'ostéosarcome. Cette image représente les processus génétiques, épigénétiques et biologiques

moléculaires dont les défauts ont été associés a des traits métastatiques des cellules

17



d'ostéosarcome. IncRNA = IncARN: ARN long non codant; mRNA = mARN : ARN messager;
miRNA = miARN : mictoARN (Morrow and Khanna, 2015)......cccccceceeiinnnnnnnnnnnccccceenes 33

Figure 10 : dégénérescence ostéosarcomateuse d'une maladie de Paget. Atteinte ostéolytique

étendue du fémur distal (Sharma and Jane, 2005). ... 35

Figure 11 : Classement histologique de l'effet de la chimiothérapie par la nécrose induite dans

l'ostéosarcome. (Mintz et al., 2005) .ceceevriicuerriieieiriieeireeeeeeseeeeeseesee e s s s eseaesenes 37

Figure 12 : Evaluation de la nécrose tumorale sur picce d’exéreése d’Ostéosarcome, tibia proximal

€N COUPE SAZITLALC....cuiuiiiiiiiiiiiiici bbb 38

Figure 13 : Cartographie identifiant les zones de persistance de cellules tumorales viables avec

leur zones préférentielles (Picci et al., 1985) ... 39

Figure 14 : Systéme de classification de Birmingham associant les marges de résection et les

nécroses induites par la chimiothérapie associée aux taux de survie sans récidive locale (Jeys et al.,

Figure 15 : (A) Coupe transversale d’une pic¢ce de résection d’un ostéosarcome ostéoblastique de
haut grade du fémur distal, qui montre une tumeur s'étendant a travers la corticale et envahissant
les tissus mous. (B) En microscopie (hématoxyline et éosine; grossissement d'origine, X 1,25), la
distance de la tumeur viable a la marge de résection des tissus mous périphériques la plus fine

mesure 2 mm (Jeys et al, 2017). .o 40

Figure 16 : Envahissement micro-vasculaire de cellules tumorales viables en endo-vasculaire. Le
coté droit de l'image montre le périoste (contre la tumeur). Les cellules tumorales viables ont
envahi la lumiére du vaisseau au niveau du périoste. Le coté gauche de la photo montre la tumeur

(hématoxyline et coloration a I'éosine, grossissement x 200) (Tsuda et al., 2020) .......ccccceuvvueuniunnee. 41

Figure 17 :Traitement classique de 'Ostéosarome tel que décrit par le Scandinavian Sarcoma

Group (8SG) en 2009 (Bruland et al., 2010). ..ovveieiviieiiiiicieiicereceeeeeree e 44

Figure 18 : Situation peropératoire d’un patient atteint d’un sarcome osseux. (a) Le PSI est concu
a l'aide d'un logiciel de conception assistée par ordinateur. (b) Les PSI sont stérilisables pour étre
manipulés par le chirurgien dans la salle d'opération. Le PSI est positionné sur l'os et fixé

temporairement a l'aide de broches de Kirschner. (c) Les coupes sont initiées avec la scie

18



oscillante guidée par les surfaces planes du PSI. PSI : Patient-specific instruments (Gouin et al.,

Figure 19 : Résection de tumeur primitive osseuse supra-acétabulaire iliaque gauche sous
navigation OARM. A: positionnement des broches guide a l'aide dun outil navigué. B:

Visualisation de la navigation per-opératoire sur Scanner en coupe axiale, sagittale et frontale. ...46

Figure 20 : Essais cliniques récents en cours dans l'ostéosarcome. De nombreuses approches
thérapeutiques sont en cours de développement et reposent sur un ciblage spécifique et direct des
cellules cancéreuses (par exemple, réparation de I'ADN, cycle cellulaite ou ciblage des
glycoprotéines), ou sur un ciblage indirect des cellules cancéreuses par modulation de leur
microenvironnement (par exemple immunothérapies). Apres intégration dans la matrice osseuse
tumorale extracellulaire, les agents radiothérapeutiques alpha peuvent indirectement tuer les
cellules cancéreuses. NCT: Number Clinical Trial, Numéro de registre de I'essai clinique national

NuClinicalTrials.gov (Brown et al., 2018) ... 48

Figure 21 : Protocole de traitement dans l'essai Sarcomal3/0S2016, en fonction de ’age chez
des patients avec Ostéosarcomes a haut-risque (metastatiques ou mauvais répondeurs a la

chimiothérapie). Association du Mifamurtide au traitement conventionnel (Brard et al., 2019) ...70

Figure 22: Courbes de survie de I’étude OS2006 avec randomisation en deux bras zolédronate et

controle. A : Survie sans récidive, B : survie globale. ... 066

Figure 23 : Caractéristiques structurelles générales et mécanisme d'activation d'un RTK. Les RTK
sont des glycoprotéines transmembranaires qui sont composées d’un domaine de liaison au ligand
extracellulaire, d’'un domaine transmembranaire et d’un domaine kinase intracellulaire. Ils sont
activés par liaison au ligand puis transduisent le signal extracellulaire vers le cytoplasme en
phosphorylant les résidus tyrosine sur les récepteurs eux-mémes (autophosphorylation) et sur les

protéines de signalisation en aval (Tian et al., 2020). .....ccccvuviiiiriniieriniierreeceeeenee e 49

Figure 24 : Cibles et résultats cliniques des TKI qui ont donné des résultats dans des essais

cliniques contre 'ostéosarcome (Tian et al., 2020). ..o 50

Figure 25 Contributions multifactorielles des cellules stromales aux caractéristiques de la tumeur

(Hanahan and Coussen, 2012). ... tteeesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssssnas 53

Figure 26 : Anatomie micro-vasculaire. La microcirculation fait partie du systeéme vasculaire et se

compose de petits vaisseaux : artérioles, capillaires et veinules. Les capillaires lymphatiques

19



transportent le liquide extravasculaire dans le systeme veineux. Les artérioles sont entourées de
cellules musculaires lisses vasculaires responsables de la régulation du tonus des artérioles, une

couverture péricytaire est présente au niveau capillaire (Guven et al., 2019). .....ccccvvvviiiinnnns 55

Figure 27 : (A) Présentation schématique de la vascularisation des os longs. (B) Gros plan de la

région encadrée en (A) (Lafage-Proust and Roche, 2018). ......cccceuviiiiiiniiiiiniiiiniccncicenens 56

Figure 28 : La connexion vasculaire entre la moelle osseuse, I'os cortical et le périoste. D'apres la

figure 9.37 de Brooks et Revell (1998)(Cowin and Cardoso, 2015).......cccccvvviiiiiiinininiiiiciinnnns 57

Figure 29 : Diagramme schématique résumant les principaux effets de l'oxygene sur la fonction

des cellules osseuses (Marenzana and Arnett, 2013). o 58

Figure 30 : Représentation des vaisseaux H et L. sur modéle murin d’un souris en croissance.
Image de microscopie a balayage de la vascularisation tibiale en immunofluorescence pour Emen
(Endomucine) (rouge) et a-SMA (smooth actin muscle actin) (vert). Les arteres couvertes par les
cellules «-SMA + se connectent (fleches) aux vaisseaux métaphysaires (mp) de type H pres de la
plaque de croissance (lignes pointillées, growth plate : gp). Les vaisseaux sinusoidaux de type L se

connectent a la grosse veine centrale (pointe de fleche jaune). (Kusumbe et al., 2014). ................. 60

Figure 31 : Représentation schématique de la prolifération des cellules tumorales et du cercle
vicieux ostéolytique. Les cellules tumorales liberent des médiateurs solubles tels que des
hormones, des cytokines, des facteurs de croissance qui agissent sur les cellules stromales
ostéoblastiques. Les cellules stromales produisent RANKL, qui se lie a son récepteur RANK
exprimé sur les précurseurs d'ostéoclastes, améliorant la formation d'actifs ostéoclastes qui
effectuent la résorption osseuse. Parfois, des cellules tumorales sont stimulées pour libérer
directement une forme soluble de RANKI.. Les ostéoclastes actifs libérent alors des facteurs de
croissance, cytokines ou composants de la matrice osseuse stockés qui a leur tour activent la
prolifération tumorale. Le cercle vicieux induit ainsi a la fois la prolifération des cellules tumorales

et la résorption osseuse. (Wittrant et al., 2004). ......coviviiiiiiiiiiiiiiaes 04

Figure 32: Proposition d’algorithme de traitement pour différencier les patients en fonction de
leur stratification immunologique déterminée lors du diagnostic, et proposition de traitements

correspondants (Gomez-Brouchet et al., 2017)...c.ccceuvieiriniicirceeeeeeeeeeeesereeee s 68

Figure 33 : Analyse de I’évolution locale d'un ostéosarcome de fémur distal en angiographie. A :

Angiographie de 'artere fémorale superficielle avant mise en place de la chimiothérapie. On note

20



une volumineuse lésion avec extension dans les parties molles et une forte vascularisation.
Localisations nodulaires associées. B : Apres deux cycles de chimiothérapie, diminution globale
de volume de la lésion mais progression des lésions nodulaires des parties molles. Fleches :

nodules loco-régionaux associés (Chuang et al., 1982). ..o, 72

Figure 34 : Différents modes de formation de vaisseaux sanguins en condition physiologique (a-c)

et tumorale(a-f) (Takano, 2012)......cccccceiiiiiiiiiniiice e 74
Figure 35 : Criteres de normalisation vasculaire induite par les anti angiogéniques (Jain, 2005)....78

Figure 36 : Inhibiteurs multi-kinases (multikinase inhibitors (MKI)) dans l'ostéosarcome : cibles

moléculaires et cellulaires et essais cliniques en cours (Corre et al., 2020). ..c.covvvvvvevevirinininiicccnnes 80

Figure 37 : Mod¢les de petits animaux disponibles dans la littérature pour l'étude des tumeurs
osseuses primitives. Lignées cellulaires: origine humaine (en bleu), souris (en rouge), rat (en vert).

PDX: xénogreffe dérivée du patient (Jacques et al., 2018).......cccvviiiiviiiiiiiiccces 87

Figure 38 : A : Evolution des cinétiques tumorales en pourcentage du volume controle, issue de

I'expérience précédente, * : p <0,05 ; B : Modéles d’injection paratibial et intra-osseux.. ............ 107

Figure 39 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens en fonction du traitement par
Doxotubicine, selon le modele syngénique MOS-] murin C57BL/6. A : Modéle d’injection intra-
osseux ; B : Mode¢le d’injection para-tibial, * : [ 0,05 ; 0,01] ; ns : non significatif, (Kubicek, 2018).

Figure 40 : IHC de RANKL. Spot d'un TMA issu de biopsie a Zoom x06,68. La coloration
marron correspond a un marquage positif pour anticorps RANKL, (Kubicek, 2018)................ 111

Figure 41 : Evaluation de I'expression de RANKL. A : IHC de RANKL sur mode¢le murin. Pas
de différence significative entre les 3 modéles avec respectivement une moyenne de 4 cellules
marquées dans le modcle intra-osseux, 5,3 dans le mode¢le intra-musculaire et 4,4 dans le modéle
intra-osseux. B : Score d’'immunomarquage Immuno-reactive score (IRS) de RANKL sur cohorte
rétrospective (27 patients). BR : Bon Répondeurs, MR : Mauvais Répondeurs, ns : non

significatif, (Kubicek, 2018). ...ccccoiiiiiiiiiiiiiiii e 111

Figure 42 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens dans le modele d’injection en
site intra-musculaire en fonction du traitement par Doxorubicine, selon le modele syngénique

MOS-] murin C57BL/6. *** < 0,001 ; (Kubicek, 2018). ...cceviuerirerirriieeinieeinieeeceeenerereeeneeeneeenene 112

21



Figure 43 : Analyse en IHC de l'angiogencse selon le modele d’injection en condition controle :
nombre d’éléments positifs pour un marquage avec I'anticorps anti-CD146 par unité de surface.
IO : intra-osseux ; IM : intra-musculaire ; PT : paratibial, ; CT: Contréle; * [ 0,05; 0,01],
(KUDICEK, 20T8). ottt ettt sttt s s s ennaes 113

22



Rate per million

Introduction

L’ostéosarcome

Généralités et épidémiologie:

Epidémiologie

Lostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente. Elle touche
essentiellement les enfants, adolescents et adultes jeunes, mais aussi les patients plus agés avec

une distribution bimodale de la pathologie selon I’age (Figure 1).
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Figure 1: Epidémiologie de P’Ostéosarcome. Incidence de l'ostéosarcome selon l'age et le sexe. SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results) 18 data (1973-2013) (Gianferante et al., 2017).

L’incidence annuelle en France de l'ostéosarcome dans la population générale est de 5 cas
par million de personnes (Ottaviani and Jaffe, 2009), avec une distribution géographique variable.

Dans la population mondiale d’autres auteurs évaluent son incidence de 1 a 3 cas par million de
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personnes (Kansara et al.,, 2014). Cette tumeur est plus fréquemment retrouvée chez 'homme,

avec un sex-ratio global homme-femme chez les 0 a 24 ans de 1,43: 1 (Mirabello et al., 2009a).

Présentation clinique
La présentation clinique est peu spécifique, avec le plus souvent des phénomenes
douloureux au premier plan, d’allure inflaimmatoire. I apparition d’une tuméfaction, ou d’une

masse parfois indolore est aussi fréquemment décrite (Figure 2).

Figure 2 : Aspect clinique d'un adolescent avec un ostéosarcome de 1'humérus proximal droit. (Edéme de la
région deltoidienne, et atrophie de la musculature pectorale.
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Enfin, il arrive qu’une fracture pathologique soit a l'origine de la découverte de cette
tumeur primitive, particulicrement dans les formes telangiectasiques (Widhe and Widhe, 2000).
La symptomatologie assez pauvre est fréquemment a lorigine de retards diagnostiques de

plusieurs semaines, a plusieurs mois.

Latteinte squelettique touche en premier lieu les os longs a proximité des cartilages de
conjugaison. Par ordre de fréquence on retrouve : le fémur (42% dont 75% au niveau du fémur
distal), le tibia (19% dont 80% dans le tibia proximal), 'humérus (10% dont 90% dans I'humérus
proximal), le crane et la machoire (8%) et enfin le bassin (8%). Cette tumeur agressive présente
un risque de métastases élevé, en premier lieu au niveau des poumons et des os, mais aussi plus
ratement au niveau du cerveau, des ganglions et du foie. Les présentations d'emblée
métastatiques concernent 15 a 20% des patients (Salah et al., 2014), dont le pronostic est alors

plus réservé. Ces métastases sont localisées au poumon dans 85 a 90% (Brown et al., 2018).

Aspect a 'imagerie

Les examens radiographiques standards révelent le plus souvent des images d’ostéolyse
diffuse, mais un aspect mixte, voire ostéoconsendant est aussi possible. Les limites de la 1ésion
sont floues, signe d’une agressivité locale forte. On observe typiquement des réactions périostées
(images en feu d’herbe, appositions en bulbe d’oignon...) (Casali et al., 2018; Yarmish et al,,

2010).

Le scanner, mais surtout "'IRM sont des éléments indispensables a I’évaluation de la lésion
(Figure 3). Ils permettent de préciser les limites de la tumeur en vue de la résection

carcinologique, ou d’analyser la réponse au traitement néo-adjuvant.
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Figure 3 : Ostéosarcome du fémur gauche d'un garcon de 11 ans. (A) La radiographic antéropostérieure
objective une lésion extensive agressive mixte, lytique et sclérotique de la diaphyse, avec une réaction périostée. (B)
L'image sagittale de 'IRM en T1 montre l'étendue de la Iésion de la moelle osseuse en hyposignal. (C) L'image
coronale en séquence STIR (Short Tau Inversion Recovery) permet de mieux visualiser la masse extra-osseuse

associée et I'cedeme péri-lésionnel.

Diagnostic

Le diagnostic de l'ostéosarcome se fait systématiquement a I'aide d’une biopsie osseuse.
Celle-ci peut étre chirurgicale a ciel ouvert ou réalisée sous controle radiologique en percutané.
L’analyse anatomopathologique, confrontée a la clinique et a I'imagerie sont essentielles pour
obtenir un diagnostic de certitude (Klein and Siegal, 2006; Wadhwa, 2014). Histologiquement le
diagnostic repose sur 'identification d’une prolifération cellulaire tumorale maligne (ostéoblastes
atypiques) élaborant, au moins focalement, une matrice ostéoide (Figure 4). Cependant cet aspect
peut étre aspécifique, avec une grande variété de situations mimant Postéosarcome. Les
diagnostics différentiels sont nombreux : les tumeurs bénignes et malignes, les infections et les

processus inflammatoires, ou méme la consolidation osseuse. La réalisation et I'interprétation de

26



la biopsie doivent donc étre réalisées dans un centre expert, par des praticiens spécialisés et
rompus a ces spécificités, étant donné I'impact d’un retard ou d’un diagnostic erroné (Raymond

and Jaffe, 2010).

Figure 4 : Ostéosarcome conventionnel de haut grade, microscopie optique avec coloration HES : prolifération
dense, faite de cellules atypiques. Elaboration focale d’une matrice ostéoide par les cellules tumorales (tétes de
fleches).

Caractéristiques tumorales générales

L’ostéosarcome dérive de cellules mésenchymateuses ostéoformatrices (Gaebler et al.,
2017; Mutsaers and Walkley, 2014), sarcomateuses, produisant une matrice ostéoide et de I'os
immature (Fletcher et al., 2005). Cette tumeur qui touche particulicrement les os longs du
membre inférieur (Mirabello et al, 2009b) présente de nombreux sous-types histologiques

(Figures 5 et 0) (ostéoblastique, chondroblastique, télangiectasique...) (Klein and Siegal, 2000).
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Figure 5: Classification des différents types d’ostéosarcomes. Présentation primitive, secondaire a une
pathologie sous-jacente ou a une exposition, localisation aux parties molles, et métastatique (Themes, 2016).
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La tumeur peut se localiser a différents niveaux de Darchitecture osseuse : en
centromédullaire, développées aux dépends du tissu cortical, ou encore en juxta-périosté. Des
formes squelettiques sont également décrites (Choi et al., 2014). Il est a noter qu’il existe aussi des
formes particulicres d’ostéosarcome mandibulaire (Bertin et al,, 2020), avec des mod¢les
précliniques murins développés dans le laboratoire PhyOs (Bertin et al., 2019). Ces lésions sont
de diagnostic plus difficile, mais avec un risque métastatique plus faible. En plus d’une variabilité
étendue dans ses formes histologiques, I'ostéosarcome a une forte hétérogénéité intra-tumorale
(Botter et al., 2014; Gibbs et al., 2011) ; rendant difficile I'identification d’une cible thérapeutique,
et pouvant étre a l'origine de mécanismes de résistance (Billaud, 2012). On observe en effet

fréquemment des territoires de morphologie, de densité, et de remodelage osseux tres

hétérogenes au sein d’'une méme tumeur.

ostéoblastique fibroblastique chondroblastique

Figure 6: Aspect macroscopique de différents sous-types histologiques d’ostéosarcome de fémur distal
produisant différents types de matrice (ostéoblastique, fibroblastique, chondroblastique).

Pathogeneése :

Complexe et encore méconnue, lorigine de l'ostéosarcome est multifactorielle et fait
probablement intervenir des anomalies de croissance déclenchées par des mécanismes a la fois
génétiques et épigénétiques. Il est admis que les CSM sont impliquées dans la physiopathologie de
Postéosarcome (CSM). Sur la base des connaissances actuelles, l'ostéosarcome, le sarcome
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d'Ewing et le chondrosarcome partageraient ainsi une origine mésenchymateuse commune. Selon
le niveau de différenciation et en association avec des événements oncogenes et un
microenvironnement adapté, leur précurseur commun, une CSM, pourrait étre transformée en
ostéosarcome, chondrosarcome ou sarcome d'Ewing (Figure 7) (Brown et al., 2018; Mutsaers and
Walkley, 2014). Des anomalies lors de la différenciation ostéoblastique sous I'effet de RUNX2
(facteur de transcription impliqué dans 'ostéoblastogénese), seraient donc impliquées dans la
physiopathogénéese de l'ostéosarcome. Cependant la découverte récente de cellules souches

mésenchymateuses squelettiques pourrait remettre en cause ce mécanisme (Chan et al., 2018).

Aggrecan

Typa Il collagan
Typa X collagan

Figure 7 : Origine des sarcomes osseux. Facteur de transcription Sox9 (High-Mobility Group Box) li¢ a la
différenciation chondrogénique, facteur de transcription Runx2 lié a l'ostéoblastogenese, ALP : phosphatase alcaline,
OC : ostéocalcine, BSP : Bone sialoprotein (sialoprotéine osseuse) (Brown et al., 2018).

Réle de Ia croissance
Méme si la pathogenese de l'ostéosarcome reste en grande part méconnue; ’association

entre l'os, la croissance pendant l'enfance (ou la puberté), et le diagnostic de tumeur suggerent
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fortement I'implication de facteurs de croissance dans 'apparition de la maladie (Sadykova et al.,
2020). Les voies complexes liées a la croissance, au développement osseux et a la tumorigenese

sont également importantes en biologie de l'ostéosarcome (Figure 8).
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\

Rare
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Figure 8: Connexions entre 1'étiologie, la biologie et le traitement de 1'ostéosarcome. (Gianferante et al.
2017)

La propension a atteindre une taille élevée a 'age adulte a pu étre identifiée comme un
facteur de risque indépendant dans plusieurs études, et suggere le role probablement
prépondérant de I'activité du cartilage de croissance dans I'apparition de 'ostéosarcome (Longhi
et al., 2005; Zhang et al., 2018). Le poids de naissance élevé semble aussi en lien avec des atteintes
tumorales plus séveres, métastatiques et des localisations atypiques, plus volontiers axiales
(Diessner and Spector, 2017; Endicott et al., 2017). La forte incidence chez les chiens de grande

race (Dogue Allemand, Saint-Bernard, berger allemand...) et la localisation typique de
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l'ostéosarcome dans la région métaphysaire adjacente a la plaque de croissance des os longs sont

d’autres témoins de I'association directe entre la croissance et ostéosarcome.

Facteur environnementaux
Le seul facteur de risque environnemental connu est l'exposition aux rayonnements.
L'ostéosarcome radio-induit est une forme d'ostéosarcome secondaire classique (Kristenson et al.,

2019).

Facteurs génétiques

Lors de l'ostéogencése, les ostéoblastes sont formés a partir de cellules mésenchymateuses
pluripotentes, avec un potentiel d'auto-renouvellement, de prolifération et de différenciation en
différents types cellulaires. Ceci implique des voies de signalisation complexes, et une
perturbation de ce processus peut provoquer une dérégulation de la différenciation et de la
prolifération de ces cellules, conduisant a la malignité (Figure 9). Dans ce contexte, l'origine
génétique de l'ostéosarcome semble étre multifactorielle, impliquant la dérégulation de la
différenciation des cellules mésenchymateuses et des genes suppresseurs de tumeurs, I'activation
de pro-oncogenes, mais ferait aussi entrer en jeu des événements épigénétiques et la sécrétion de

cytokines (de Azevedo et al., 2020).

On identifie en regle générale une désorganisation du génome associant une aneuploidie et des
altérations chromosomiques variables. Il existe une dérégulation des geénes suppresseurs de
tumeurs et du cycle cellulaire, avec un défaut des systemes de réparation de ' ADN (de Azevedo

et al., 2020).
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Figure 9 : Identification des altérations moléculaires avec potentiel métastatique des cellules
d'ostéosarcome. Cette schéma représente les processus génétiques, épigénétiques et biologiques moléculaires dont
les défauts ont été associés a des traits métastatiques des cellules d'ostéosarcome. IncRNA = IncARN: ARN long non
codant; mMRNA = mARN : ARN messager; miRNA = miARN : microARN (Morrow and Khanna, 2015).

Les échecs des mécanismes de surveillance et de réparation, ou de controle de l'apoptose lors de
l'ostéogenese sont en cause, et permettent la survie de cellules ayant subi des altérations lors de

leur différenciation.

L’éventail de mutations décrites est trés large pour cette tumeur, Bousquet ¢/ a/. ont ainsi identifié
plus de 80 mutations ponctuelles et certaines délétions liées a plus de 80 genes (Bousquet et al.,
2016). Un groupe de genes mutés de maniere récurrente et plus spécifique dans 'ostéosarcome a
aussi été identifié (TP53, RB, MDM2, ATRX et DLG?2) par I’équipe de Chen ¢7 a/. (Chen et al,
2014). En 2015, un sous-ensemble d'ostéosarcomes a été décrit, avec des altérations génomiques
dans les genes des voies de téparation de I'ADN, rappelant les tumeurs déficientes en BRCA1/2

(Kovac et al., 2015).

33



Radle de I'épigénétique

Des événements épigénétiques comme la méthylation de PADN, les modifications des
histones, le remodelage des nucléosomes et I'expression des ARN non codants sont aussi
classiquement décrits comme initiateurs tumoraux. Il a été rapporté que les genes cibles de p53
ou les genes dont l'activité est modulée par p53, en plus d'autres génes suppresseurs de tumeur,
sont réduits au silence dans les lignées cellulaires dérivées de 'ostéosarcome par hyperméthylation
de leurs promoteurs (Asano et al., 2019; Morrow and Khanna, 2015). Le réle de I’épigénétique est
a lorigine de stratégies thérapeutiques développées dans le laboratoire PhyOs, centrées sur
I'inhibition de protéines a bromodomaines de la famille BET (bromodomain and extra terminal
domain)(Lamoureux et al., 2014), ou encore sur les circuits de micro-ARN favorisant le maintien
de l'intégrité génomique, l'arrét du cycle cellulaire, la sénescence cellulaire et 'apoptose (Jacques et

al., 2020).

Prédispositions génétigues

Les dysplasies osseuses, y compris la maladie de Paget (Figure 10), la dysplasie fibreuse,
'enchondromatose sont des facteurs de risques. Il est a noter que des prédispositions génétiques
sont classiquement rapportées comme étant a lorigine de 'ostéosarcome : le rétinoblastome
héréditaire (Moll et al., 1997), le syndrome de Rothmund — Thomson (Hicks et al., 2007) et le

syndrome de Li Fraumeni (Porter et al., 1992).
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Figure 10 : dégénérescence ostéosarcomateuse d'une maladie de Paget. Atteinte ostéolytique étendue du
fémur distal (Sharma and Jane, 2005).

Cependant, dans la grande majorité des cas (95%), les ostéosarcomes apparaissent comme des
événements sporadiques, dont les mécanismes pro-oncogenes sont encore mal définis. Associés a
une hétérogénéité cellulaire élevée, le développement de thérapies moléculaires axée sur une cible

en particulier est d’autant plus difficile (Corre et al., 2020)(Annexe 1).

Facteurs pronostics et analyse anatomopathologique :

L’évaluation pronostique reste un des enjeux principaux de la prise en charge de
l'ostéosarcome. Ce terrain reste a défricher et peu d’avancées significatives ont été faites dans ce
domaine a ce jour. Or, l'identification précoce des patients a risque de mauvaise réponse a la
chimiothérapie est primordiale au vu de ’enjeu. En effet, du point de vue de I’enjeu pronostique,
ce sont ces patients a risque qui devraient bénéficier en priorité de nouvelles stratégies

thérapeutiques (Tsuda et al., 2020).
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Facteurs cliniques et biologiques

Classiquement, les facteurs pronostics de survie a long terme décrits dans la littérature
pour Postéosarcome sont : la localisation et la taille de la tumeur, la présence de métastases, la
qualité de la réponse a la chimiothérapie, ainsi que le caractere complet de la résection tumorale
(Bielack et al., 2002; Davis et al., 1994). Des travaux cliniques récents se sont attelés a modéliser
les facteurs de risques cliniques et biologiques préopératoires par des analyses statistiques
multivariées : la perturbation de la concentration plasmatique en phosphatases alcalines est
fréquemment rapportée. Mais les résultats sont pour le reste assez variables suivant les cohortes ;
ils sont souvent fonction du taux de survie et des modalités de traitement mais aussi du niveau
socio-économique, et des criteres méthodologiques (critéres cliniques stricts, association a des
dosages biologiques, analyse histologique) (Hu et al., 2019; Hung et al., 2015; Min et al., 2013;
Nataraj et al., 2015). La tres forte hétérogénéité histologique de I'ostéosarcome, ainsi que le role
prépondérant du microenvironnement tumoral rendent complexes I'appréhension de la
dynamique tumorale et de I'effet des traitements dans cette pathologie. La fracture pathologique a
pu étre évoquée également comme facteur de mauvais pronostic par une méta-analyse de 2015
(Sun et al., 2015), mais cela n’est pas sujet a consensus, et des facteurs confondants (taille de la
tumeur, caractere axial et réponse a la chimiothérapie) n’avaient pas été pris en compte par une

analyse multivariée (Cates, 2010).

Des méta-analyses ont été menées a partir de ces nombreuses études de cohorte, notamment
I’étude de Friebele en 2015, ou celle de Xin et Wei en 2020 (Friebele et al., 2015; Xin and Wei,
2020). Leurs résultats étaient globalement superposables, identifiant finalement le sexe masculin,
l'age avancé, la taille de la tumeur, le caractere axial de la Iésion, l'absence de traitement chirurgical
ou la chirurgie d'amputation comme responsables de mauvais pronostic chez les patients atteints
d'ostéosarcome. Ce sont ces patients, a haut risque pronostique de mauvaise évolution, qui

pourraient bénéficier le plus de 'administration de nouveaux traitements.
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Facteurs histologiques

Malgré ces travaux, le principal facteur pronostic, et le plus universel, reste a I’heure
actuelle I’évaluation de la réponse a la chimiothérapie. Histologiquement, c’est donc toujours le
score de Huvos et Rosen qui demeure le critére principal dans I’évaluation pronostique de
lostéosarcome (Huvos, 1987; Rosen et al., 1979). Il se fonde sur le compte du pourcentage de

cellules tumorales viables restantes en post-chimiothérapie sur la picce d’exérese (Figure 11).

Huvos Percent Histologic effect

grade necrosis (%)

I 0-50 Little or no effect identified

I 51-90 Areas of acellular tumor osteoid,

necrotic, or fibrotic material
attributable to the effect of
chemotherapy, with other areas
of histologically viable tumor

11 91-99 Predominant areas of acellular osteoid,
necrotic, or fibrotic material
attributable to the effect of
chemotherapy, with only scattered
foci of histologically viable tumor
cells identified

v 100 No histologic evidence of viable tumor
identified within the entire specimen

Figure 11: Classement histologique de 1'effet de la chimiothérapie par la nécrose induite dans
I'ostéosarcome. (Mintz et al., 2005)

Un patient était initialement considéré comme bon répondeur s’il persistait, a 'analyse
anatomopathologie de la picce de résection tumorale, moins de 5% de cellules viables (grade III
et IV), ce seuil a été augmenté a 10% sur les blocs tumoraux issus de lames aprés coupe

orthogonale de la piece tumorale (Figure 12). Une modification du protocole de chimiothérapie a
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pu étre proposée chez les mauvais répondeurs (grade I et II) (Huvos, 1987), méme si cette
attitude n’est pas sujette a consensus. Ce score pronostic a assez peu évolué depuis sa description

initiale dans les années 80.

Figure 12 : Evaluation de la nécrose tumorale sur piece d’exérese d’ostéosarcome, tibia proximal en coupe
sagittale.

Des modifications des seuils du pourcentage de nécrose ont été proposées (Tsuda et al.,
2020), mais le caractere focal, ou diffus, ou la localisation spécifique des colonies tumorales
vivantes n’ont jamais véritablement été pris en compte hormis par Picci et al il y a plus de 30 ans

(Figure 13) (Picct et al., 1985).
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Figure 13 : Cartographie identifiant les zones de persistance de cellules tumorales viables avec leur zones

préférentielles (Picci et al., 1985).

Des ajouts ont pu étre proposés au sein des scores pronostics. Ainsi l'intégration de la

qualité des marges est également suggérée par certaines équipes, comme celle de Birmingham

avec un score composite d’évaluation pronostique, associant la nécrose tumorale induite par la

chimiothérapie a la qualité des marges de résection (Figure 14) (Jeys et al., 2017).

Birmingham classification 5-year LRFS 95% CI HR  95% Cl  p value
la: Necrosis = 90% and margins > 2 mm 98.6% 90.5%-99.8% 1

Ib: Necrosis = 90% and margins < 2 mm 91.7% 83.3%-95.9% 5.9 0.7-47 0.09
2a: Necrosis < 90% and margins > 2 mm 84.0% 72.5%-90.9% 11.0 1.4-84 0.02
2b: Necrosis < 90% and margins < 2 mm 76.1% 72.59%-90.9% 196 2.6-144 0.003

LRFS = local recurrence-free survival: Cl = confidence interval: HR = hazard ratio.

Figure 14 : Systéme de classification de Birmingham associant les marges de résection et les nécroses induites par

la chimiothérapie associée aux taux de sutvie sans récidive locale (Jeys et al., 2017).
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Le score de Birmingham a été établi sur une cohorte de 389 patients, et le cumul de
marges < 2mm, associé a un taux de cellules viables résiduelles > 10% était I’association de plus

mauvais pronostic en termes de rechute locale (Figure 15) (Jeys et al., 2017).

Figure 15 : (A) Coupe transversale d’une piéce de résection d’un ostéosarcome ostéoblastique de haut
grade du fémur distal, qui montre une tumeur s'étendant a travers la corticale et envahissant les tissus mous. (B)
En microscopie (hématoxyline et éosine; grossissement d'origine, X 1,25), la distance de la tumeur viable a la
marge de résection des tissus mous périphériques la plus fine mesure 2 mm (Jeys et al., 2017).

En termes d’analyse pronostique, des compléments au score de Huvos existent donc, et
I'analyse des marges de résection doit logiquement étre prise en compte, car elle a un impact
majeur dans la récidive et la survie du patient. Mais 'importance de la nécrose induite, bien que
de description ancienne, semble utilisée de facon consensuelle comme outil pronostic majeur,
mais également comme outil de décision thérapeutique. Dans la pratique et une majorité d’essais

cliniques, elle reste I'outil de choix.
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Cependant ce score laisse de coté certaines informations. Par sa nature, il peut lisser 'existence de
colonies focales treés actives non nécrotiques, et ne prend pas en compte la répartition
géographique des cellules tumorales aux dépends d’un territoire particulier (épiphyse, corticale,

tissus mous...).

Des compléments d’analyse sont donc nécessaires. L’invasion vasculaire microscopique et les
emboles vasculaires identifiés lors de 'analyse sont de manicére générale un critere de mauvais
pronostic décrit récemment (Figure 106). Ils sont les témoins de I'envahissement et du

franchissement tumoral des tissus adjacents (Yedururi et al., 2018).

Figure 16 : Envahissement micro-vasculaire de cellules tumorales viables en endo-vasculaire. Le c6té droit
de l'image montre le périoste (contre la tumeur). Les cellules tumorales viables ont envahi la lumiére du vaisseau au
niveau du pétrioste. Le coté gauche de la photo montre la tumeur (hématoxyline et coloration a 1'éosine,
grossissement x 200) (T'suda et al., 2020)
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Ces emboles sont associés a une survie globale plus faible et a une incidence cumulative
plus élevée de récidives locales ou de métastases, en particulier chez les patients ayant une
mauvaise réponse histologique a la chimiothérapie préopératoire (Benezech et al., 2016; Tsuda et

al., 2020).

D’aprés Tsuda e al, les patients mauvais répondeurs a la chimiothérapie et présentant des
emboles vasculaires seraient particulierement a risque de rechute métastatique, locale, voire méme
de déces. Une stratification sur ce sur-risque pourrait étre évaluée, avec des propositions de
thérapeutiques plus agressives. De méme, la présence d’emboles vasculaires chez un patient bon
répondeur devrait attirer P'attention : ce sujet pourrait faire I'objet de travaux complémentaires

dans les années a venir (Tsuda et al., 2020).

Limites des facteurs pronostics

Cependant la limite majeure de ces outils pronostics histologiques est qu’ils ne sont
disponibles que sur I'analyse de la piece d’exérese. Dans cette situation, la chimiothérapie néo-
adjuvante est terminée et le geste chirurgical déja réalisé (avec dailleurs un risque de marges
contaminées supérieur dans les sous-populations de patients avec emboles vasculaires tumoraux,
en lien avec des limites tumorales plus floues). Les modulations thérapeutiques sont de fait plus
limitées apres le geste de résection et la chimiothérapie néo-adjuvante.
Les limites précitées mettent en avant le besoin de I’établissement d’un score pronostique précis
des linitiation du traitement, qui permettrait alors de préférer un traitement a un autre. Un score
pronostique pré-thérapeutique histologique sur la biopsie initiale est donc nécessaire. Mais une
fois de plus TI'hétérogénéité intra et inter-tumorale rend cette démarche délicate dans

Postéosarcome.
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Des pistes existent néanmoins dans ce domaine. Pour exemple, certaines méthodes innovantes
sont a Pessai : Klangjorhor ef a/. ont décrit dans un travail récent une méthode d’évaluation
pronostique originale sur des cellules d’ostéosarcome issues de biopsie humaine. Ils identifiaient
ainsi zz-vitro les 1C50 de cellules d’ostéosarcome par des tests de cytotoxicité pour les molécules
de chimiothérapie d’usage dans le traitement conventionnel. Plus la sensibilité 7z vitro au
médicament était basse et plus I'IC50 était élevé, et plus le pronostic de survie globale a 5 ans était
mauvais (Klangjorhor et al, 2020). On peut imaginer utiliser cette technique en pratique
courante. La méthode semble rapide et fiable pour prédire les résultats cliniques. Ceci permettrait
d’identifier les patients pour lesquels la chimiothérapie conventionnelle est la plus appropriée et, a
l'avenir, contribuer a faire progresser la thérapie personnalisée. D’autres analyses ont été réalisées
sur biopsies humaines, en cherchant a identifier si 'expression de VEGF ou de HER-2 pouvait
étre liée au pronostic global de 'ostéosarcome (Becker et al., 2013), mais aucune association
significative n’a pu étre établie dans cette étude. Brouchet ¢f @/, ont en revanche identifié des
facteurs pronostics d’intérét sur des données de biopsies issues de la cohorte OS2006. La
présence de niveaux de positivité élevés de CID163 mais aussi de CD8 analysés en
Immunohistochimie (IHC) sur Tissue-MicroArray (TMA) était associée a un meilleur pronostic
en terme de survie avec une forte significativité. Mais la bonne réponse a la chimiothérapie n’était
pas corrélée a ces hauts niveaux d’expression sur la biopsie, illustrant bien la complexité du

probléme (Gomez-Brouchet et al., 2017).

Les scores pronostics conventionnels semblent donc encore insuffisants, et leur association avec
des immuno-marquages complémentaires comme le CD163 parait nécessaire. La nécrose induite
par la chimiothérapie seule est encore trop souvent prise en défaut, et une proportion importante
de patients jugés bons répondeurs vont finalement rechuter dans les 5 ans, avec une évolution
métastatique pour 25% d’entre eux (O’Kane et al., 2015). Notre analyse pronostique reste donc a
perfectionner, notamment par la prise en compte de ’hétérogénéité tumorale ou encore de celle
du microenvironnement (Botter et al., 2014).
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Traitement :

Le traitement de l'ostéosarcome est codifié dans le cadre d’une prise en charge
multidisciplinaire, et n’a pas véritablement évolué depuis une trentaine d’années : il associe une
polychimiothérapie néo-adjuvante a une chirurgie d’exérése carcinologique puis une
chimiothérapie adjuvante. Les molécules de chimiothérapie les plus utilisées sont le Methotrexate
a haute dose, le Cisplatine, I'Ifosfamide ou encore la Doxorubicine... (Figure 17) (Brard et al.,
2019; Bruland et al., 2010; Luetke et al., 2014; Piperno-Neumann et al., 2016; Smeland et al.,

2019).

Osteosarcoma protocol, SSG XIV

Surgery Methotrexate 12-14g /m?

i Good responders| C/A  Adriamycin 75 mg / m?x 1
T Cisplatin 90 mg / m?
57 8 QI\ Poor responders Ifosfamide 2g / m?2 x 5%

Good
C/A 1 1 C/A C/A

rrrrrrrrrorrrrrerrrrrrrl
111218 14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 50 31

Poor calft calf f calt f

Principles:

Neo-adjuvant chemotherapy

3-drug induction therapy

Salvage treatment to poor responders
Maximum dose-intensity of all drugs —g CSF

Figure 17 : Traitement classique de ’Ostéosarome tel que décrit par le Scandinavian Sarcoma Group (SSG)
en 2009 (Bruland et al., 2010).

La prise en charge des sarcomes osseux devrait ¢tre systématiquement initiée en réunion de

concertation pluridisciplinaire (RCP) spécialisée. En effet le respect des recommandations de
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pratique clinique et la survie sans rechute des patients atteints de sarcome sont nettement
meilleurs lorsque le traitement initial est guidé par une RCP spécialisée pré-thérapeutique (Blay et

al,, 2017).

Chirurgie

La chirurgie de résection carcinologique doit étre la regle, et les progres en la mati¢re ont
permis a la fin du si¢cle dernier de limiter fortement le risque d’amputation. Ce geste est donc
précédé d’une chimiothérapie néo-adjuvante. Les chirurgies conservatives sont de plus en
fréquentes grace aux progres techniques en terme de reconstruction prothétique mais aussi de
résection. Des outils chirurgicaux innovants sont développés pour guider et fiabiliser la résection
en termes de marge et d’épargne du stock osseux. Ainsi, les guides de coupe sur mesure, ou
Patient-specific instruments (PSI) (Figure 18), permettent de fiabiliser les marges dans les

complexes tumeurs de bassin (Gouin et al., 2014).

Bone model
Q

(a)

Figure 18 : Situation peropératoire d’un patient atteint d’un sarcome osseux. (a) Le PSI est congu a 'aide d'un
logiciel de conception assistée par ordinateur. (b) Les PSI sont stérilisables pour étre manipulés par le chirurgien dans
la salle d'opération. Le PSI est positionné sur l'os et fixé temporairement a l'aide de broches de Kirschner. (c) Les
coupes sont initiées avec la scie oscillante guidée par les surfaces planes du PSI. PSI : Patient-specific instruments
(Gouin et al., 2014).
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ILa navigation per-opératoire scanno-guidée est également un outil prometteur dans les
résections de tumeurs du bassin (Fujiwara et al., 2018; Ould-Slimane et al., 2016), une fois de plus

pour améliorer la qualité des marges de résection en lien direct avec la survie du patient (Figure

19).

Figure 19 : Résection de tumeur primitive osseuse supra-acétabulaire iliaque gauche sous navigation O-
ARM. A: positionnement des broches guide a I'aide d’un outil navigué. B : Visualisation de la navigation per-
opératoire sur scanner en coupe axiale, sagittale et frontale (CHU de Nantes).

Généralités

On rapporte une survie d’environ 75% a 5 ans pour les patients atteints de formes isolées,
et de 20 a 30% dans les maladies métastatiques ou chez des patients résistants a la chimiothérapie
initiale (Allison et al., 2012; Luetke et al.,, 2014; Smeland et al., 2019). Le pronostic demeure
étroitement lié a la réponse des cellules tumorales a la chimiothérapie du point de vue
histologique. Ainsi la modulation du protocole de chimiothérapie adjuvante est décidée en
fonction de I’évaluation de la qualité de la réponse histologique a la chimiothérapie néo-adjuvante

sur la piece d’exérese.
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La quantification de la nécrose tumorale permet de classer les patients en bons ou mauvais
répondeurs (Score de Huvos et Rosen) (Rosen et al., 1979). Ce score s’appuie sur un comptage
des cellules tumorales viables résiduelles au sein de la tumeur, les bons répondeurs ayant un taux
inférieur a 10% (Luetke et al., 2014; Piperno-Neumann et al., 2016). Ce critere est essentiel et va
guider le choix du protocole de chimiothérapie en post-opératoire. On sait cependant que 25%
des patients jugés bons répondeurs vont rechuter (O’Kane et al., 2015; Rosen et al., 1979), cet

outil pronostic reste donc probablement a ’heure actuelle insuffisant.

Depuis 30 ans, la survie des patients atteints d’ostéosarcome n’a pas connu de sensibles progres
(Allison et al., 2012; Luetke et al., 2014). L'amélioration des traitements reste ainsi un objectif
majeur pour de nombreux chercheurs et praticiens: lidentification de nouvelles cibles
thérapeutiques, mais aussi 'amélioration de criteres prédictifs de réponse aux traitements sont des
sujets critiques. Ceci est particuliecrement vrai chez les patients identifiés a risque selon nos

critéres pronostics actuels (caractére métastatique, grade 1 et 2 de Huvos et Rosen...).

Malgré un dynamisme de recherche certain sur cette thématique, le développement de nouvelles
thérapies se heurte a la forte hétérogénéité au niveau inter, mais également intra-tumoral de
P'ostéosarcome, ainsi qu’a I’'absence d’anomalie oncogénique unique. L'ostéosarcome a en effet un
nombre de mutations beaucoup plus élevé que le sarcome Sarcome d'Ewing, et c'est pourquoi il
n'a pas encore bénéficié d'un profilage moléculaire complet (Lim et al., 2015; Subbiah et al.,
2015). Des pistes de traitement en dehors des chimiothérapies conventionnelles sont a I’étude,
avec notamment des thérapies ciblées dirigées contre les cellules tumorales mais aussi des cibles
indirectes contre le microenvironnement et la vascularisation tumorale (Corre et al., 2020; Jin and
Jin, 2020). Ces tumeurs sont en effet intimement liées au microenvironnement au niveau OSSeux,
stromal, vasculaire et immunitaire. La dissémination et la croissance tumorale sont directement en
lien avec ce microenvironnement. Des propositions de traitements ciblant cet écosysteme sont

donc a I’étude.
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Thérapeutiques innovantes et études en cours :

Plusieurs pistes de traitements innovants sont explorées. On compte actuellement dans le
monde pres de 150 études en cours d’inclusion sur la thématique de I'ostéosarcome déclarées sur
ClinicalTrail.gov (Figure 20). Ces thérapeutiques innovantes sont le plus souvent proposées en

association aux chimiothérapies conventionnelles chez les patients a haut risque ou en récidive.

Macrophage regulator Receptor Tyrosine Kinase inhibitors
Mifamurtide (NCT01452484) . Regorafenib
[NCTO2048371, NCT02389244)
Loaded T lymphocytes %
(NCTO2173093, NCTO2107963, . Pazopanib (MCT01956669;
NCT01953900) % NCTO01759303, NCT0235.7810)

&

Dandritic cells

(NCTO1803152)
= Dual mTOR-DNA PK inhibitor
Anti PD-1 E. CC-115 (NCTO1353625)
. Pembrozilumab =
(NCTO2301039) 8
o =
. Nivolumab ,:f "
(NCTO2304458) . g CDK4, COKE inhibitor
[Q’ < Abemaciclib (NCT02644450)
2 [=]

Osteosarcoma

%,
%
Radium®? %?&'

(NCTO1833520)

Qa‘ﬁ% Anti-gpNMB
ﬁcﬂ‘d@ Glembaturnumab vedetin (NCTO2487979)

Anti-GD2
(NCTO2158443, NCTO2502785)

Figure 20 : Essais cliniques récents en cours dans I'ostéosarcome. De nombreuses approches thérapeutiques
sont en cours de développement et reposent sur un ciblage spécifique et direct des cellules cancéreuses (par exemple,
réparation de I'ADN, cycle cellulaire ou ciblage des glycoprotéines), ou sur un ciblage indirect des cellules
cancéreuses par modulation de leur microenvironnement (par exemple immunothérapies). Apres intégration dans la
matrice osseuse tumorale extracellulaire, les agents radiothérapeutiques alpha peuvent indirectement tuer les cellules
cancéreuses. NCT: Number Clinical Trial, Numéro de registre de l'essai clinique national NuClinicalTtials.gov
(Brown et al., 2018)

Nous ne traiterons pas dans ce paragraphe des thérapies qui visent spécifiquement le

microenvironnement tumoral, tels que le Mifamurtide ou les bisphosphonates. Ces molécules

48



seront décrites plus loin dans notre deuxiéme partie d’introduction centrée sur le

microenvironnement.

Une des thérapeutiques les plus prometteuses a 'heure actuelles semble étre Iinhibiteur de
tyrosine kinase (TKI), ces thérapies ciblées peuvent spécifiquement inhiber les récepteurs a
tyrosine kinases (RTK). Ces molécules de signalisation ont donc un role crucial dans I'activité de
régulation des voies de signalisation qui contrélent la différenciation et la prolifération cellulaires
(Figure 21) (Jiao et al., 2018). Il existe 90 RTK codés par le génome humain, ce qui fait autant de

cibles thérapeutiques potentielles (Manning et al., 2002; Tian et al., 2020).

Extracellular @ @ H
@ Receptor tyrosine

ligand-binding
kinases

domain

Intracellular
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downstream
- signaling
pathways
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Action sites of Migration
receptor tyrosine Differentiation
kinase inhibitors Survival

Figure 21 : Caractéristiques structurelles générales et mécanisme d'activation d'un RTK. Les RTK sont des
glycoprotéines transmembranaires qui sont composées d’'un domaine de liaison au ligand extracellulaire, d’un
domaine transmembranaire et d’un domaine kinase intracellulaire. Ils sont activés par liaison au ligand puis
transduisent le signal extracellulaire vers le cytoplasme en phosphorylant les résidus tyrosine sur les récepteurs eux-
mémes (autophosphorylation) et sur les protéines de signalisation d’aval (Tian et al., 2020).

49



Les TKI ayant un effet thérapeutique intéressant dans l'ostéosarcome sont entre autres
l'apatinib, le cabozantinib, le lenvatinib, le régorafénib ou le sorafénib avec différents TK ciblées
de fagon variable (Figure 22). Nous développerons plus loin le réle conjoint de ces molécules sur

le microenvironnement tumoral.

TKls RTKs and ICsp (nM, mean) Clinical outcome

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3 KIT RET PDGFRe¢ PDGFRp FGFR1

Apatinib 70 1 B 429 13 >1,000 - =1,0000 PR rate 43% (16/37), 4-months
PFS rate 56.76%, m-PFS 4.5m.

Axitinib 0.1 0.2 0.29 1.7 =1,000 5 16 231 S5-months SO rate 100% (2/2).

Cabozantinib 12 0.035 6 46 5.2 - 234 5,294 PR rate 12% (5/42), 6-months
PFS rate 33%, m-PFS 6.2m.

Cediranib 5 <1 3 2 - 36 5 26 One of four patient had PR after
two cycles.

Imatinib 19,500 10,700 5,700 ar - 72 . 31,200 Five of 27 patients had SD at 4
months.

Lenvatinib 4.7 3 2.3 85 6.4 29 - 61 PR rate 8% (2/26), 4-months
PFS rate 33%, m-PFS 3.4 m.

Regorafenib 13 4.2 46 7 1.5 - 22 202 PR rate 8% (2/26), 12-weeks
PFS rate 62%, m-PFS 16.4w.

Sorafenib - 4 20 68 0.4 18 57 580 PR rate 9% (3/35), 4-months

PFS rate 46%, m-PFS 4 m.
FFS, progression-free survival: TKI, tyrosine kinase inhibitor; RTKs, receptor tyrosine kinases; PR, partial response; VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor; KIT,

stem cell factor receptor; RET, rearranged during transfection; FGFR1, fibroblast growth factor receptor; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor; SD, stable disease.

Figure 22 : Cibles et résultats cliniques des TKI qui ont donné des résultats dans des essais cliniques contre
Postéosarcome (Tian et al., 2020).

L'inhibition d'un type unique de TK dans le traitement de I'ostéosarcome ne semble pas
efficace, il parait nécessaire d'inhiber simultanément plusieurs TK pertinents pour obtenir un
effet thérapeutique majeur (Tian et al., 2020). Cette nécessité de cibles multiples est a mettre en

lien avec ’hétérogénéité de cette tumeur.

Hétérogénéité tumorale :
L’ostéosarcome présente une tres forte hétérogénéité, au niveau intra-tumoral d’abord,

mais également entre les individus : 'analyse génomique de ces tumeurs est de fait complexe avec
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de nombreux sous-types histologiques. Cette spécificité I’éloigne du Sarcome d’Ewing dont elle
partage par ailleurs de nombreuses similitudes cliniques. Un ciblage spécifique, ou un facteur
pronostic unique paraissent difficile a déterminer du fait de ces caractéristiques. L’appréciation de
cette hétérogénéité tumorale est critique dans la compréhension de cette tumeur et le

développement de nouvelles thérapies efficaces (Brown et al., 2018; Gibbs et al., 2011).

L'hétérogénéité des tumeurs est directement liée a la fois a 'histoire naturelle des cellules
cancéreuses, mais aussi a leur dialogue avec les protagonistes du microenvironnement local

(Schiavone et al., 2019).
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Le microenvironnement
Généralités

En 2000 puis en 2011, Hanahan et Weinberg posaient et actualisaient les caractéristiques
fondamentales des cellules tumorales dans leurs articles « The Hallmarks of Cancer » (Hanahan
and Weinberg, 2000, 2011). L’émergence du concept de microenvironnement considérant la
tumeur non plus comme un simple amas de cellules autonomes, mais comme un organe en
perpétuelle interaction avec les cellules de son environnement a permis de considérer que sur les
8 caractéristiques des cellules cancéreuses, 7 impliquent I'action du microenvironnement tumoral

(Figure 23) (Hanahan and Coussens, 2012).
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Figure 23 Contributions multifactorielles des cellules stromales aux caractéristiques de la tumeur (Hanahan
and Coussen, 2012).
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L’exploration du microenvironnement est donc devenue d’un intérét crucial, tant dans la
compréhension des mécanismes qu’en termes d’implications cliniques en cancérologie. Nous
allons ici exposer les particularités de la vascularisation et du microenvironnement osseux normal,
puis nous développerons les spécificités du microenvironnement tumoral osseux en nous
intéressant une fois de plus aux intrications spécifiques de I'environnement vasculaire dans ce
contexte. Enfin nous détaillerons pour chaque point les pistes thérapeutiques qui y sont

spécifiquement liées.

La vascularisation osseuse et son microenvironnement en condition physiologique

Le microenvironnement est par nature complexe et dynamique. I’environnement osseux
est particulier, du fait de ses différents roles physiologiques : outre 'aspect structurel qui fait
intervenir des mécanismes de remodelage spécifique, il est aussi responsable de ’hématopoiese
avec la création des lignées sanguines. Cet environnement remarquable fait donc entrer en scéne
de nombreux éléments cellulaires : les ostéocytes avec les ostéoblastes et ostéoclastes dans leur
matrice extracellulaire (organique et minérale) ; les chondrocytes, les cellules stromales (cellules
souches mésenchymateuses, dendritiques et fibroblastes), les cellules vasculaires (endothéliales et
péricytes), et les cellules de Plimmunité (monocytes/macrophages et lymphocytes). Le
fonctionnement du tissu osseux et son homéostasie sont intimement liés a son mode de
vascularisation, il apparait donc important d’exposer la vascularisation osseuse physiologique afin

de pouvoir développer ensuite ses intrications avec le microenvironnement tumoral.
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Généralités, architecture et fonction de Ia vascularisation de I'os

Les vaisseaux sanguins sont essentiels pour le transport de fluides, de macromolécules et
de cellules au sein de l'organisme. Ces structures vasculaires sont constituées de cellules
endothéliales qui s'integrent dans différents organes et se spécialisent suivant les tissus
environnants. Le transport de nutriments et d’oxygene, mais également la diffusion de
traitements se produisent au niveau de la microcirculation. Elle est le lieu d’échange entre le
systeme circulatoire et les organes qu’elle vascularise au niveau des capillaires. L’organisation de
ces zones de transit, trés actives biologiquement, présente des spécificités tissulaires propres.

Cependant il existe une architecture globale commune classiquement décrite (Figure 24) (Guven

etal., 2019).

Pericyte

Capillary lymphatic

Ventile Arteriol Nierye

Figure 24 : Anatomie micro-vasculaire. I.a microcirculation fait partie du systéme vasculaire et se compose de
petits vaisseaux : artérioles, capillaires et veinules. Les capillaires lymphatiques transportent le liquide extravasculaire
dans le systéme veineux. Les artérioles sont entourées de cellules musculaires lisses vasculaires responsables de la

régulation du tonus des artérioles, une couverture péricytaire est présente au niveau capillaire (Guven et al., 2019).

Bien qu’elle ait retenu lattention des anatomistes depuis plusieurs centaines d’années, la

vascularisation osseuse ne révele ses secrets que depuis peu. Les difficultés techniques liées a la
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visualisation des vaisseaux au sein de I'os, ainsi que le caractére supposé inerte de ce dernier ont
pu expliquer ce retard. En effet, 'examen microscopique se confronte a des difficultés techniques
propres a 'os (dureté et opacité) et nécessite des outils et des techniques qui n’ont été accessibles
qu’a la fin du XXeme siecle. De plus, le caractere solide et immuable de I'os en a longtemps fait
un sujet d’étude principalement mécanique, I’étude biologique et vasculaire étant plus récente
(Brookes and Revell, 2012). Une description complete de 'anatomie de la vascularisation osseuse

est désormais a disposition, et les trajets vasculaires sont mieux connus (Figure 25).
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Figure 25 : (A) Présentation schématique de la vascularisation des os longs. (B) Gros plan de la région
encadrée en (A) (Lafage-Proust and Roche, 2018).
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Les interfaces entre la vascularisation périostée et la vascularisation centromédullaire, avec
ses zones de transit (canaux de Havers, canaux de Volkman...), au niveau cortical mais également
au niveau épiphysaire ou métaphysaire ont fait 'objet de descriptions précises (Lafage-Proust and
Roche, 2018). La distribution complexe de la vascularisation osseuse permet a I'os de recevoir
jusqu'a environ 10% du débit cardiaque, cet apport sanguin considérable sous-tendant un haut
degré de cellularité, de remodelage et de réparation. La vascularisation osseuse est donc une
interface entre ces grandes fonctions (Carulli et al., 2013). Du point de vue architectural, chaque
unité de remodelage osseux est associée a un capillaire dans les enveloppes corticales et
trabéculaires (Lafage-Proust et al., 2015). Les vaisseaux sous-périostés et ceux de la moelle
osseuse sont connectés via le réseau vasculaire cortical. Les vaisseaux médullaires sont assez
hétérogenes, ils sont constitués de petits capillaires « classiques » (<10-15um) et d’une majorité de
capillaires sinusoides (20—30pm), qui appartiennent au systeme capillaire veineux (Edwards et al.,

2008). Ces réseaux capillaires et sinusoides sont reliés par des vaisseaux dits de transition (Figure

26).
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Figure 26 : La connexion vasculaire entre la moelle osseuse, 1’0s cortical et le périoste. D'aprés la figure 9.37
de Brooks et Revell (1998)(Cowin and Cardoso, 2015).



ILa membrane basale des vaisseaux sinusoides de la moelle osseuse est absente ou discontinue afin
de faciliter les échanges. Leur paroi est perforée par des pores inter- et intra-endothéliaux a
travers lesquels les cellules hématopoiétiques matures se dirigent vers la circulation sanguine,
tandis que les molécules solubles intravasculaires et relativement grosses peuvent étre rapidement

extravasées (Wang et al., 2004).

Ces zones d’échange vont permettre le développement et la croissance, le remodelage osseux et
les processus de consolidation, mais aussi I’hématopoiese et ’homéostasie du métabolisme
minéral (Su et al.,, 2019). L'os est en effet un organe composite qui remplit plusieurs fonctions
interconnectées, avec un besoin d’échanges majeur : pour la production et la distribution dans la
circulation générale des lignées sanguines, mais également pour son apport de nutriments et
d’oxygene. Les liens entre I'oxygénation tissulaire et la fonction ostéoblastique (prolifération,

différenciation et production de collagene) sont désormais établis (Figure 27).
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- severe bone loss

osteoclasts

Figure 27 : Diagramme schématique résumant les principaux effets de 1'oxygéne sur la fonction des
cellules osseuses (Marenzana and Arnett, 2013).
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L’ostéoblastogenése est donc inhibée dans un milieu hypoxique, les ostéoblastes entrant
dans un état de repos. De plus I'hypoxie stimule la formation d'ostéoclastes a partir de
précurseurs mononucléés (en présence de RANKL et de M-CSF), entrainant une augmentation
de la résorption osseuse. L'impact négatif de I'hypoxie est exacerbé par I'acidose qui
l'accompagne, bloquant la minéralisation de la matrice et stimulant la résorption des ostéoclastes

matures (Marenzana and Arnett, 2013).

Mais d’autres mécanismes de régulation impliquent aussi le tissu osseux: des fonctions
endocrines complexes sont par exemple régulées par des hormones dérivées des ostéoblastes
(FGF23, LCN2 et OC) (Oury and Oury, 2018). L’os est donc un organe aux interactions

nombreuses nécessitant un réseau vasculaire complexe.

Vaisseaux H et L dans I’'os normal et en croissance

Des travaux récents ont permis de compléter la description de la vascularisation osseuse,
et de préciser le role et la répartition de sous-types de vaisseaux spécifiques. Des avancées
notables ont été faites dans ce domaine. I’équipe d’Adams ef 4/ a ainsi décrit les vaisseaux de
type H (qui expriment fortement le CD31 et 'endomucine : CD31+/Endomucine+), et les
vaisseaux de type L (qui expriment faiblement ces marqueurs (Figure 28) (Kusumbe et al., 2014;

Stvaraj and Adams, 20106) sur un modele murin de souris en croissance.

IIs ont identifié les spécificités de marquage en IHC de ces vaisseaux et décrit leur répartition. Les
vaisseaux sanguins L proviennent des vaisseaux centromédullaires, et cheminent vers les
vaisseaux H qui s’organisent et fusionnent en réseau anastomotique au contact de la plaque de

croissance avec un aspect bourgeonnant (Kusumbe et al., 2014).
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a—-SMA/Emen/DAPI

Figure 28 : Représentation des vaisseaux H et L sur modéle murin d’une souris en croissance. Image de
microscopie a balayage de la vascularisation tibiale en immunofluorescence pour Emcn (Endomucine) (rouge) et o-
SMA (smooth actin muscle actin) (vert). Les artéres couvertes par les cellules «-SMA + se connectent (fleches) aux
vaisseaux métaphysaires (mp) de type H pres de la plaque de croissance (lignes pointillées, growth plate : gp). Les
vaisseaux sinusoidaux de type L se connectent a la grosse veine centrale (pointe de fleche jaune). (Kusumbe et al.,
2014).

Des modifications de flux vasculaire ont pu étre identifiées dans les travaux de Kusumbe
¢t al. en imagerie intra-vitale entre les vaisseaux H et L. Les auteurs ont ainsi observé des
différences de vitesse majeures qui impacteraient directement les mécanismes d’angiogenese et
d’ostéogenese (Kusumbe et al., 2014; Ramasamy et al., 2014; Vanderbeck and Maillard, 2019).
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Plus le flux vasculaire est important dans les vaisseaux H, plus la voie Notch est stimulée,
entrainant en conséquence une augmentation de l'ostéoblastogenése et de I'angiogencse. La
maturité des souris modifierait directement la proportion des vaisseaux H et les conséquences sur
l'ostéogenese, ce phénomene pourrait étre un des mécanismes impliqués dans la physiopathologie
de Postéoporose :, les souris les plus agées présentent en effet une proportion beaucoup plus
faible vaisseaux H (Kusumbe et al., 2014; Sivaraj and Adams, 2016). Le lien privilégié des
vaisseaux H avec les missions d’angiogenese et de d’ostéoblastogenése pourrait en faire un point

d’intérét majeur dans le cadre de 'ostéosarcome.

Microenvironnement tumoral et spécificités dans ’ostéosarcome

On admet classiquement que les mutations oncogenes des cellules tumorales provoquent
l'initiation du cancer (Balkwill et al., 2012). D’autres études font cependant mention du réle
initiateur potentiel d’un microenvironnement altéré dans la tumorigenese, ainsi une inflammation
chronique ou un processus de cicatrisation pourraient aussi devenir I’élément déclencheur avec
un effet promoteur de tumeur (Khosravi et al., 2018; Mantovani et al., 2008; Todoric and Karin,
2019). Une fois cette initiation enclenchée, les cellules tumorales se multiplient et vont interagir
avec les cellules environnantes, elles vont recruter ces dernieres et détourner a leur profit les
moyens de communications intercellulaires tels que des facteurs de croissances, des chimiokines
ou des vésicules extracellulaires (Jin and Jin, 2020). Ce piratage des voie de communication a pour
objectif le développement tumoral, par I'angiogenc¢se notamment, et conduit invariablement a
une augmentation du potentiel de prolifération (Cheng et al,, 2020; Puisieux et al., 2013).
L’assujettissement de ce milieu par la tumeur, forme ainsi le microenvironnement tumoral, qui

permet a la tumeur de croitre, de disséminer, et de résister aux traitements.

En 1863, Virchow a le premier évoqué le fait que l'inflaimmation et le cancer étaient liés et
interagissaient dans ce qu’il qualifiait « linfiltration lympho-réticulaire ». Puis Paget en 1889 a
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¢laboré la théorie du « seed and soil » dite de la graine et du terreau, identifiant que les métastases
ne se répartissaient pas au hasard dans l'organisme et ne pouvaient croitre que dans un
environnement approprié. Il fut plus tard complété par Ewing, avec la « circulation theory » en
1928, décrivant plus en détail la migration de cellules tumorales du cancer de prostate (diaspora
tumorale) en utilisant la réseau vasculaire (Ewing, 1928; Paget, 1889). Depuis ces premicres
descriptions du concept de microenvironnement, 'exploration de ce dernier n’a eu de cesse de
progresser. Sa compréhension en conditions physiologique et tumorale est devenue un sujet de
recherche central. Il est classiquement décrit plusieurs sous-types de microenvironnements,
faisant interagir plusieurs éléments avec les cellules tumorales (Jin and Jin, 2020). Différentes
catégories cellulaires interagissent en particulier au niveau osseux avec la tumeur : les cellules du
remodelage osseux, les cellules souches mésenchymateuses, les cellules immunitaires, ainsi que les
cellules du microenvironnement vasculaite que nous avons pu décrite en condition
physiologique. Nous allons maintenant décrire les interactions et échanges entre tumeur et tissu

osseux dans le cadre de 'ostéosarcome.

L’os est composé de nombreux types cellulaires distincts et spécifiques (ostéoblastes,
ostéoclastes, chondrocytes, cellules souches mésenchymateuses, cellules hématopoiétiques,
cellules endothéliales, immunitaires). Il est le lieu d’interactions majeures équilibrées par la
formation et le remodelage osseux (Alfranca et al, 2015; Lamora et al, 2016). Le
microenvironnement tumoral est également impacté par toutes les modifications physiques (pH,
pression interstitielle), ou chimiques (oxygénation tissulaire, gradients de nutriments...) (Avnet et
al., 2016; Nagelkerke et al., 2015). Les échanges entre 'ostéosarcome et le microenvironnement
osseux font donc intervenir de nombreux signaux environnementaux, induits par de multiples
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance (Alfranca et al., 2015), mais également par des

vésicules extracellulaires. Ces dernieres sont considérées aujourdhui comme des vecteurs
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efficaces de communication entre les cellules, et de nouvelles cibles pour des thérapeutiques

innovantes (Corre et al., 2020; Khalife et al., 2020; Mathieu et al., 2019; Perut et al., 2019).

L’équilibre physiologique et la complexe homéostasie du milieu osseux en font une niche de
choix pour les cellules tumorales issues de tumeurs primitives (ostéosarcome, sarcome d’Ewing,
chondrosarcome) mais également de métastases (cancers ostéophiles: sein, poumon...), qui
parviennent a prendre a leur compte et a se nourrir des interactions chimiques et cellulaires de

I'environnement afin de proliférer ou d’engager un processus métastatique.

Nous allons a présent décrire les sous-populations cellulaires les plus importantes décrites dans le
microenvironnement de l'ostéosarcome, ainsi que les axes thérapeutiques qu’elles laissent

entrevoit.

Les cellules osseuses et le remodelage osseux
Description et factenrs pronostiques

Le développement de I'ostéosarcome est généralement associé a une ostéolyse, souvent
douloureuse, pouvant aller jusqu’a la fracture. L'agressivité de I'ostéosarcome a déja été corrélée a
des marqueurs de l'ostéolyse dans quelques études ou elle a été¢ identifiée comme un facteur de

mauvais pronostic (Figure 29) (Avnet et al., 2008; Toledo et al., 2010).

Au stade précoce de la maladie, la prolifération tumorale dans I'environnement osseux conduit a
un déreglement de I'équilibre entre ostéoblastes et ostéoclastes, au profit d'une différenciation
ostéoclastique exacerbée et d'une résorption osseuse locale (Brown et al., 2018). A leur tour, les
ostéoclastes permettent la libération des facteurs pro-tumoraux (cytokines, des composants de la
matrice extracellulaire comme linsulin-like growth factor 1 (IGF1) ou le transforming growth

factor-B (TGF-B)...) initialement piégés dans la matrice organique du tissu osseux (Lamora et al.,
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2016; Wittrant et al., 2004). Ces molécules vont alors stimuler la prolifération tumorale, et

engendrer le cercle vicieux ostéoclastique désormais bien reconnu.
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Figure 29 : Représentation schématique de la prolifération des cellules tumorales et du cercle vicieux
ostéolytique. Les cellules tumorales liberent des médiateurs solubles tels que des hormones, des cytokines, des
facteurs de croissance qui agissent sur les cellules stromales ostéoblastiques. Les cellules stromales produisent
RANKIL, qui se lie a son récepteur RANK exprimé sur les précurseurs d'ostéoclastes, améliorant la formation d'actifs
ostéoclastes qui effectuent la résorption osseuse. Parfois, des cellules tumorales sont stimulées pour libérer
directement une forme soluble de RANKI.. Les ostéoclastes actifs liberent alors des facteurs de croissance, cytokines
ou composants de la matrice osseuse stockés qui a leur tour activent la prolifération tumorale. Le cercle vicieux

induit ainsi a la fois la prolifération des cellules tumorales et la résorption osseuse. (Wittrant et al., 2004).
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Pistes de traitement

L’arrét de cette cascade est un enjeu de choix dans le traitement de I'ostéosarcome.
Plusieurs acteurs de cette voie ont été identifiés. Des tentatives de traitement inhibant le
récepteur a 'IGF-1 ont été développées, puis arrétées faute de résultats cliniques tangibles
(Asmane et al, 2012). D’autres sont a ’étude pour endiguer ce cercle vicieux pro-tumoral
ostéoclastique, comme l'utilisation de compétiteurs a la fixation de RANKL a son récepteur
RANK (Chen et al.,, 2015; Lamoureux et al., 2007; Rousseau et al., 2011). Le Denosumab, un
anticorps dirigé contre RANKIL est aussi en essai. Il inhibe efficacement l'activité des
ostéoclastes, et est surtout utilisé pour le traitement des métastases osseuses, du myélome
multiple ou des tumeurs a cellules géantes. Actuellement, aucun résultat clinique n'a été rapporté,
sauf en association avec le Multi-Kinase Inhibiteur (MKI) Sorafénib, mais une étude clinique est
en cours chez des patients en situation de récidive (NCT02470091) (Cathomas et al., 2015;
Savvidou et al.,, 2017). Cependant il faut rester prudent en termes d’association, car le récent
travail de Punzo e¢# 4/ identifie une action inhibitrice de P'effet thérapeutique de la Doxorubicine
par le Dénosumab sur des lignées humaines d’ostéosarcome (MG63 and U-2 OS) (Punzo et al.,

2020).

La mise en évidence du cercle vicieux ostéoclastique dans 'ostéosarcome est donc a l'origine de
nombreuses investigations précliniques et cliniques. La plus prometteuse pourrait porter sur
I'inhibition de TI'action des ostéoclastes par des agents chimiques anti-résorptifs comme les
bisphosphonates (Zolédronate) (Brown et al., 2018; Moriceau et al., 2010; Odri et al., 2014; Ory
et al., 2005). Ce traitement été analysé avec des résultats précliniques identifiant une augmentation
de la survie chez la souris ainsi qu’une diminution du taux de métastases. L’efficacité sur modele
murin n’a malheureusement pas été suivie de résultats favorables chez ’homme. L’essai clinique
de phase III OS20006, n’a pas permis de retrouver d’effet bénéfique sur la survie a I'ajout du
Zoledronate a la chimiothérapie conventionnelle, illustrant la limite d’'un modele préclinique
(Figue 30) (Piperno-Neumann et al., 2010).
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Figure 30: Courbes de survie de I’étude OS2006 avec randomisation en deux bras zolédronate et contréle.

A : Survie sans récidive, B : survie globale.

Par ailleurs, on note que les bisphosphonates agiraient ¢également sur le
microenvironnement immunitaire avec un role inhibiteur non seulement sur la différenciation,
mais aussi sur apoptose des macrophages. Ces cellules jouent ainsi un réle majeur dans le

microenvironnement tumoral de l'ostéosarcome (Brown et al, 2018; Junankar et al., 2015;

Piperno-Neumann et al., 2016).



Les cellules immunitaires
Description et factenrs pronostiques

La relation entre I'ostéosarcome et 'environnement immunitaire pourrait étre une des clés
du traitement de 'ostéosarcome comme I'avancent Hong ef a/. (Hong et al, 2020). A ce titre, les
macrophages pourraient étre un des composants cellulaires les plus étudiés a I’heure actuelle dans
l'ostéosarcome. En effet, les macrophages associés aux tumeuts ou tumor-associated-macrophage
(TAM) initialement décrits (Gordon and Taylor, 2005), ont été subdivisés en deux sous-
populations : les macrophages polarisés M1 considérés comme ayant une activité pro-
inflammatoire anti-tumorale et les macrophages polarisés M2, qui sont définis comme des
modulateurs pro-tumoraux en raison de leur impact sur le processus néo-angiogénique et

métastatique (Dumars et al., 2016; Qian and Pollard, 2010).

Cette dichotomie s’est finalement révélée discutable, mais le role des macrophages apparait
malgré tout primordial dans l'initiation et la progression des ostéosarcomes. I.’étude de Gomez-
Brouchet ¢ al a clairement mis en évidence une corrélation positive entre linfiltrat
macrophagique (éléments marqués CD68+ et CD163+) et la survie globale, et moins de
phénomenes métastatiques. Cette analyse a été réalisée a partir de biopsies issues de la cohorte

082006 (Gomez-Brouchet et al., 2017; Piperno-Neumann et al., 2016).

L’infiltrat lymphocytaire s’avere également important pour le pronostic de la maladie, puisque la
présence de nombreux éléments CD8+ était corrélée a une meilleure survie. Ces conclusions
rejoignent celle de I’étude de Fritzsching e a/. qui observe qu'un ratio CD8+/FOXP3+ élevé
peut étre considéré comme un facteur de bon pronostic (Fritzsching et al., 2015; Gomez-
Brouchet et al, 2017). Les résultats de ces ¢études plaident pour un role majeur de

Ienvironnement immunitaire dans le degré d’agressivité de la tumeur.
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Pistes de traitement

Un screening systématique de ces marqueurs sur biopsies humaines permettrait de
stratifier les patients en fonction de leur environnement immunitaire et ainsi de leur proposer des
thérapeutiques spécifiques, un algorithme a d’ailleurs été proposé dans ce sens (Figure 31)

(Gomez-Brouchet et al., 2017).

Algorithm

CD163 >50%
and/or
CD8 >1%

CD8 > 1% PD1/PDL-1> 1% and/or
PD1/PDL-1

R v \ /

CD8 TlL-activating Anti-PD1/PDL-1 v
Macrophage- drugs checkpoint
activating drugs and/or Macrophage-
zoledronate Others? activating drugs
and/or
CD8 TiL-activating
drugs/
zoledronate
and/or
Anti-PD1/PDL-1

9 A

CD163 > 50%

* The percentage of cells is evaluated in areas with high cellular
density

Figure 31: Proposition d’algorithme de traitement pour différencier les patients en fonction de leur stratification
g P g p p

immunologique déterminée lors du diagnostic, et proposition de traitements correspondants (Gomez-Brouchet et
al., 2017).

Le Mifamurtide (MEPACT) (muramyl tripeptide phosphatidyl ethanolamine, MTP-PE)

est un dérivé synthétique du muramyl dipeptide (MDP), encapsulé dans des liposomes. Cet
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immuno-stimulateur naturel des parois cellulaires de Mycobacterium sp. a une action immuno-

stimulatrice similaire a celle du MDP naturel avec une demi-vie plasmatique plus longue.

Cet agent activateur macrophagique est actuellement utilisé pour stimuler ces cellules dans
l'ostéosarcome, avec des résultats prometteurs (Brard et al., 2019; Chou et al., 2009; Meyers,
2009). Son réle d’activateur des monocytes et des macrophages, favoriserait ainsi l'activité
antitumorale par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-6, IL-8, IL-1...). L’étude
de I’équipe de Meyers en 2009 observait que la survie sans récidive et la survie globale étaient
améliorées pour les patients qui recevaient le Mifamurtide en plus de leur protocole de
chimiothérapie conventionnelle (Chou et al., 2009). Ces résultats cependant ne permettaient pas
de trancher définitivement pour son utilisation en pratique courante en situation de haut risque
de récidive, du fait d’interactions possible avec I'Ifosfamide, de biais d’attrition, et d’analyse
intermédiaires trop nombreuses. Il n’y a pas eu de validation de la FDA (Food and Drug
Administration) ni de 'HAS (Haute Autorité de Santé) pour cette molécule dans ce contexte.
L’étude Sarcomel3/0S2016 qui propose le traitement par Mifarmutide actuellement en cours au
niveau national, pourra peut-étre valider rigoureusement leffet de cette molécule dans les

situations d’ostéosarcome a haut risque de récidive (Figure 32) (Brard et al., 2019).
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Figure 32 : Protocole de traitement dans Pessai Sarcomal3/082016, en fonction de I’age chez des patients avec
Ostéosarcomes a haut-risque (metastatiques ou mauvais répondeurs a la chimiothérapie). Association du
Mifamurtide au traitement conventionnel (Brard et al., 2019)

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)
Description et factenrs pronostics

Les interactions entre la tumeur et le stroma osseux non tumoral, et notamment les CSM
sont nécessaires pour le développement tumoral et la progression métastatique (L.e Nail et al.,
2018; Pietrovito et al., 2018). Les CSM ont dans cette configuration un role central, de chef
d’orchestre, car elles captent et modulent les variations de l'environnement osseux (MEC,
facteurs de croissance, cytokines, chimiokines, métalloprotéases...)(Corre et al., 2020). Par leur
capacité autocrine et paracrine, les CSM sont une source de sécrétion de facteurs de croissance
qui peuvent stimuler la différenciation et la prolifération cellulaire des ostéoblastes, des CSM

elles-mémes ou des cellules endothéliales (Humbert et al., 2019). La sécrétion de VEGF par
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exemple est a lorigine de mécanismes d’angiogencse, de prolifération et de dissémination

métastatique (Zheng et al., 2018).

Le sécrétome des CSM contient également des vésicules extracellulaires (VE) bioactives (Chu et
al., 2019; Humbert et al., 2019), qui vont étre utilisées par les cellules tumorales comme messagers
a leur profit, en transportant des protéines, métabolites, micro-ARN tumoraux (Vallabhaneni et
al., 2015). Enfin les lactates produits par les CSM stimulent également les capacités de migration

des cellules tumorales dans 'ostéosarcome (Bonuccelli et al., 2014).

Pistes de traitement

Des molécules capables de bloquer TI'activité paracrine des CSM pro-oncogenes (aussi
appelées CSM-éduquées par la tumeur) ont été développées, et pourraient avoir un effet de
blocage de la progression tumorale (Baglio et al., 2017). Des traitements centrés sur les VE issues
de CSM sont aussi évoqués comme un nouveau mode d’action sur ces cellules liées a la tumeur

(Park et al., 2019).

Les cellules du microenvironnement vasculaire
Prémisses a léchelle macroscopique

Au niveau macroscopique, des travaux dans les années 70 et 80 ont évalué la
vascularisation tumorale par des analyses angiographiques. Ces travaux bien qu’anciens, offrent
des images qui illustrent parfaitement le lien étroit entre le réseau vasculaire et 'ostéosarcome

(Figure 33) (Albisinni et al., 1988; Chuang et al., 1982; Yaghmai, 1977).
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A B

Figure 33 : Analyse de Pévolution locale d'un ostéosarcome de fémur distal en angiographie. A :
Angiographie de l'artere fémorale superficielle avant mise en place de la chimiothérapie. On note une volumineuse
lésion avec extension dans les parties molles et une forte vascularisation. Localisations nodulaires associées. B : Apres
deux cycles de chimiothérapie, diminution globale de volume de la 1ésion mais progression des lésions nodulaires des

parties molles. Fleches : nodules loco-régionaux associé¢s (Chuang et al., 1982).

Les conclusions de ces travaux sont intéressantes, car déja en 1977, on percevait que
d’une part les zones tumorales les plus dédifférenciées étaient les plus hyper-vascularisées, mais
également, qu’a un stade avancé de I’évolution tumorale, la vascularisation de celle-ci se faisait en
grande majorité via les vaisseaux des parties molles plutdt que par la vascularisation intra-osseuse

(Yaghmai, 1977).

Description et facteurs pronostics

Le réseau vasculaire et 'angiogencese permettent la croissance, la réparation des tissus mais
peuvent toutefois étre altérés dans les situations pathologiques.. La vascularisation joue en effet
un réle prépondérant dans les phénomenes de tumorigenese, de dissémination métastatique, ou

de réponse a la chimiothérapie. Cette vascularisation est un élément central, car elle interagit de
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facon plus ou moins directe avec 'ensemble des sous-composants du microenvironnement global

(Jin and Jin, 2020).

La vascularisation est un des éléments essentiels au développement du cancer. L’apport de
nutriments et d’oxygene permet la croissance et la dissémination tumorale. Les vaisseaux
supportent également lintravasation et l'extravasation de cellules cancéreuses. Hanahan et
Weinberg rappellent par ailleurs que I’élaboration d’un environnement vasculaire dédié a la

tumeur est une des marques de fabrique du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011).

J. Folkman en 1971 (Folkman, 1971) fut le premier a poser hypothése que la croissance
tumorale nécessitait un approvisionnement en oxygene et en nutriments par un réseau vasculaire
néo-formé par le processus d’angiogeneése et que linhibition de ce processus pouvait étre

envisagé comme une arme thérapeutique .

Initialement, les tumeurs débutent leur croissance de fagon avasculaire, puis finissent par
atteindre un état de dormance ou persiste un équilibre entre prolifération et apoptose. Clest
ensuite que survient le « switch angiogénique » qui permet la croissance tumorale par un apport
de nutriments et d'oxygene (Bergers and Benjamin, 2003). Un déséquilibre des facteurs pro et
anti-angiogéniques engendre cette cascade continue, qui est accentuée par la libération de facteurs
inflammatoires et une hypoxie élevée, qui compromet I’hydroxylation inhibitrice des HIF (Butler

et al., 2010).

Les stress hypoxique et acide sont donc des initiateurs de la néo-angiogenese, aboutissant a un
déséquilibre stimulant la néo-angiogenese. Il existe dans ce contexte plusieurs modes de

formation de vaisseaux sanguins (Figure 34).
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Figure 34 : Différents modes de formation de vaisseaux sanguins en condition physiologique (a-c) et
tumorale(a-f) (Takano, 2012).

74



La néo-angiogenése peut suivre des modes de formation physiologiques : tout d’abord par
angiogenese germinative avec une « tip cell » en téte de pont stimulée par un gradient de VEGF
autocrine, mais aussi par recrutement de cellules progénitrices endothéliales qui se différencient
en cellules endothéliales, ou enfin par un mécanisme de division des vaisseaux appelé
intussusception. Les cellules tumorales ajoutent a ces moyens classiques d’autres mécanismes de
formation des vaisseaux : comme la cooptation de vaisseaux préexistants (avec un tapissage de
cellules tumorales a la paroi des vaisseaux), le mimétisme vasculaire (les cellules tumorales jouent
le role de cellules endothéliales) et enfin la différenciation des cellules souches tumorales en
cellules « endothéliales-like » (Figure 26) (Takano, 2012). Le réseau vasculaire tumoral est bien le
fruit d’une exploitation détournée des mécanismes fondamentaux de I’angiogenese physiologique,

avec cependant des mécanismes propres (Carmeliet and Jain, 2011).

La pression angiogénique forte et I'absence de gradient de VEGF vont engendrer une
vascularisation moins structurée qu’en condition physiologique, avec un réseau serpigineux et
désorganisé. Ces vaisseaux présentent de nombreux shunts, des parois comblées par le
mimétisme vasculaire, et une membrane basale anormale sécrétant elle aussi des facteurs pro-
angiogéniques (Baluk et al, 2005; Clement-Colmou, 2018). La couverture péricytaire est
également défaillante, par défaut de recrutement et de fixation a ’endothélium, elle ne joue pas

non plus son role de régulateur de 'angiogenese (Raza et al., 2010).

Ces vaisseaux non fonctionnels vont conduire a des zones d’hypoxie forte, et on comprend ainsi
le cercle vicieux de I'angiogenése tumorale qui s’applique a 'ostéosarcome, qui est une tumeur
hyper-vacularisée dans un environnement acide et hypoxique. Comme nous lavons vu
précédemment, les modes de formation des vaisseaux sanguins dans le contexte tumoral sont
multiples. I’implication de cellules endothéliales progénitrices est avancée dans plusieurs études
pour Tostéosarcome (An et al., 2018; Marcola and Rodrigues, 2015). Quant au phénomene de

mimétisme vasculaire, il est retrouvé dans 22,7% des ostéosarcomes ostéoblastiques de haut
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grade, et semble étre un facteur de mauvais pronostic (Bao et al., 2018; Ren et al., 2014). L’origine
précise de ce phénomene demeure encore en grande partie inexpliquée. Une sécrétion autoctine
de VEGF dans une population de cellules d’ostéosarcome humain possédant des récepteurs au
VEGF (VEGFR1) est également un facteur de progression tumorale décrit et pourrait expliquer
ces phénomenes de mimétisme vasculaire (Ohba et al., 2014). Enfin I'expression de niveaux
élevés de VEGF pourrait étre corrélé a Papparition de métastases comme cela est rapporté dans

plusieurs études cliniques (Chen et al., 2013; Kaya et al., 2000; Lammli et al., 2012).

Vaissean H : un acteur du microenvironnement tumoral ?

Les vaisseaux H pourraient aussi jouer un role dans le processus tumoral, primitif ou
métastatique restant a déterminer (Peng et al., 2020). Le caractere sinusoide et la lenteur du flux
sanguin dans l'os pourraient étre des facilitateurs d’interactions entre les cellules tumorales et les
cellules endothéliales osseuses (Virk and Lieberman, 2007), mais ces caractéristiques
correspondent d’avantage aux vaisseaux de type L qu’aux vaisseaux de type H. Toutefois, les
vaisseaux de type H fournissent du sang riche en oxygene, en nutriments, en cytokines et en
facteurs de croissance qui sont des éléments nécessaires a la prolifération tumorale (Peng et al.,
2020). Le couplage des roles d’angiogenese et d’ostéogénese décrit comme la caractéristique
principale des vaisseaux H pourrait en revanche trouver une place de choix dans I'environnement
tumoral de 'ostéosarcome ou ces deux fonctions sont intimement liées. On pourrait aller jusqu’a
I’hypothéese d’une stimulation accrue de I'angiogénése via les cellules endothéliales de type H par

es cellules d’ostéosarcome.
d llules d’ost

Des recherches complémentaires sur ces marqueurs d’intérét (CD31, Endomucine, a-SMA)
semblent donc essentielles pour évaluer le réle de ces vaisseaux dans le processus tumoral, et
particulicrement dans I'ostéosarcome. Ils pourraient permettre de comprendre les mécanismes de

prolifération, de dissémination tumorale, mais également de résistance aux traitements. Enfin des
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cibles thérapeutiques potentielles sont envisageables dans ce nouveau paradigme vasculaire

OSS€ux.

Pistes de traitement

Dans ce contexte il semble opportun et logique d’agir sur la néo-angiogenese, et les
mécanismes qu’elle sous-tend. Plusieurs études cliniques de phase I et II ont été menées en ce
sens, le plus souvent dans le cadre d’ostéosarcomes en poursuite évolutive, en deuxiéme ou
troisieme ligne de traitement (Xie et al., 2017). L’objectif actuel au regard des échecs des thérapies
anti-angiogéniques n’est pas seulement de détruire le systeme vasculaire de la tumeur, la privant
ainsi d'oxygene et de nutriments ; mais plutot de «normaliser» de fagon transitoire la structure et
la fonction de sa vascularisation tumorale pour la rendre plus efficace afin de délivrer oxygene et
drogues (Figure 35). L.a diminution de I’hypoxie tissulaire et la synergie de ces traitements anti-

angiogéniques avec les thérapies conventionnelles est visée (Jain, 2005).
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Vessel type

Properties Tumor Tumor
(untreated) (normalized)
Global Abnormal Normalized
organization
Pericyte Absent Closer to
or detached normal
Basement Absent or too Closer to
membrane thick normal, some
ghost
Vessel Dilated Closer to
diameter normal
Vascular Abnormal, Closer to
density heterogeneous normal
distribution
Permeability High Intermediate
to large
molecules
MVP and IFP MVP ~ IFP MVP > IFP
Plasma (P) P~I P>
and
interstitial (1)
oncotic
pressure®
pO, Hypoxia Reduced
hypoxia

Figure 35 : Critéres de normalisation vasculaire induite par les anti angiogéniques (Jain, 2005).

Le récepteur du VEGF est le plus souvent ciblé par ces molécules anti-angiogéniques
dans Postéosarcome. Mais I'utilisation en pratique de P'anticorps anti-VEGF Bevacizumab a par
exemple montré des résultats mitigés (Navid et al., 2017). De facon globale, les nombreux
traitements anti-angiogéniques développés ont eu un effet décevant dans l'ostéosarcome. Des

propositions de traitement existent en lien avec l'angiogenése tumorale. L’association de ces
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thérapeutiques anti-angiogéniques avec la chimiothérapie conventionnelle a été proposée et est
I'une des voies pour améliorer la survie dans les ostéosarcomes. Des études cliniques ont été
menées sur I'ostéosarcome de haut grade en situation a haut risque de récidive avec des résultats

mitigés (Ebb et al., 2012; Schuetze et al., 2012).

Ces résultats décevants des anti-angiogéniques peuvent étre expliqués par deux grands
mécanismes de résistance: le premier dit de « résistance évasive », est le fruit d’'un phénomene
adaptatif avec un contournement secondaire du blocage angiogénique spécifique, on observe
alors chez ces patients un effet transitoire du traitement qui s’épuise secondairement ; le second
mécanisme de résistance est nommé «indifférence intrinseque », ce qui signifie Iinefficacité
d’emblée de la molécule sur la néo-angiogenese (Bergers and Hanahan, 2008). La difficulté de ces
traitements se focalisant sur la vascularisation réside dans I'impact de ces molécules sur la
diffusion de la chimiothérapie. En effet en ciblant les vaisseaux, et donc en réduisant la
vascularisation tumorale nourriciere, la délivrance des molécules de chimiothérapie peut étre

altérée (Xie et al., 2017).

Les TKI ont également un role connexe dans 'axe du microenvironnement vasculaire. Ces
petites molécules, faisant partie de la catégorie des thérapies ciblées, diffusent a travers la
membrane cellulaire et agissent sur le processus de transduction de signal au niveau de récepteurs
des facteurs de croissance ou de protéines cytoplasmiques dotées d’une activité tyrosine kinase
(TK). Initialement ces TKI visaient spécifiquement une kinase oncogénique et donc directement

la cellule tumorale.

Les dernieres générations de ces inhibiteurs ciblent plusieurs TK, ce sont désormais des Multi

Kinase Inhibitor (MKI), ayant un effet conjoint sur les cellules tumorales et vasculaires

79



(endothéliales ; pericytes). Les MKI ont en effet un champ d’action plus large, et sont de plus en
plus fréquemment utilisés dans les sarcomes (Hosaka et al., 2012; Wilding et al., 2019), comme
par exemple le Glivec (imatinib) dans les gastrointestinal stromal tumours (GISTs) (Figure 306)

(Nilsson et al., 2009; Schnadig and Blanke, 2000).

MKI Targets Clinical Trials
Molecular Cellular
| RAL KL PLLS, RED - dumor T 00889057
Sorafenib VEGFR1-3 Endothelial NCT 01804374
PDGFRpP Stromal
KEIT, EET, RAF Tumor
Regorafenib VEGER1-S, Tie-2 Endothelial NCT 0238244
PDGFRpP Stromal NCT 02048371
FGFR
KIT, FMS Tumor
; _ VEGFR1-3 , _
Pazopanib PDGFRap Erisc::nﬂr;i: lml
FGFR
; . Tumor
Cabozantinib MFT’.KH’ RET Osteoblasts ~ NCT02243605
VEGFR-2, Tie-2 . ]
Endothelial
KIT, RET Tumor
Lenvatinib VhGPRTL 23 Endothelial NCT04154189
PDGFR-ox
FGFR1-4 Stromal

Figute 36 : Inhibiteurs multi-kinases (multikinase inhibitors (MKI)) dans l'ostéosarcome : cibles

moléculaires et cellulaires et essais cliniques en cours (Corre et al., 2020).

Les MKI sont en plein essor et ont une activité cliniquement importante quand la TK ciblée est
activée par une mutation ou bien se comporte en « gene-maitre » dans un mécanisme tumoral.
Elles peuvent aussi étre considérées comme ayant une action sur 'environnement vasculaire. Ces

molécules vont probablement occuper une place importante dans le dispositif thérapeutique
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contre le cancer, et en particulier contre 'ostéosarcome, et leur part d’activité anti-angiogénique

doit étre soulignée (Boutayeb et al., 2012).

Perspectives dans Ia compréhension et le ciblage du microenvironnement de
Postéosarcome

La compréhension de lensemble de ces mécanismes identifie autant de cibles
thérapeutiques potentielles en lien avec les différentes composantes du microenvironnement (Jin

and Jin, 2020), dont tous les mécanismes ne sont pas encore clairement élucidés.

Nous avons pu évoquer plus haut les études et essais cliniques en cours sur les thérapeutiques
innovantes. Le microenvironnement pourrait en effet porter de nombreuses informations sur le
plan pronostic d’une part, mais également thérapeutique. En plus d’un traitement directement
actif sur le processus de réplication tumorale comme la chimiothérapie, il apparait nécessaire de
prendre en compte et de cibler la mécanistique de son environnement, dans une approche

globale.

Le Mifamurtide, molécule d’'immunothérapie prometteuse, induisant ’activation macrophagique
illustre bien les possibilités thérapeutiques ciblant ’axe immunitaire, et les résultats de 'étude de
phase 2 randomisée SARCOME13/082016 devraient permettre de mieux positionner son usage
dans l'arsenal thérapeutique conventionnel, en fonction du pronostic tumoral et d’éventuels

marqueurs immunohistochimiques définis (Brard et al., 2019).

Enfin, les MKI sont peut-étre les plus 2 méme de répondre a la problématique de ciblage multiple
: sattaquant a la tumeur d’une part en inhibant de multiples voies de facteurs de croissance avec
une activité oncogénique potentielle (c-MET, c-KIT), mais également avec une action anti-
angiogénique complémentaire sur le microenvironnement tumoral (Corre et al., 2020). Elles

répondent a la double injonction d’agir sur la tumeur et son environnement. De nombreuses
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MKI sont évaluées actuellement dans 'ostéosarcome, comme le Pazopanib, le Regorafenib, ou le
Cabozantinib avec des résultats intéressants sur les criteres de non progression tumorale ou de

réponse objective (Italiano et al., 2020; Le et al., 2019; Longhi et al., 2019).
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Objectifs de la these

L’objectif de ce travail était donc d’évaluer I'impact du microenvironnement tumoral sur
la réponse thérapeutique de 'ostéosarcome. Une analyse sur mod¢le murin a été proposée afin de
modéliser des environnements, et donc des microenvironnements variables, et ceci afin d’évaluer

les modifications de chimio-sensibilité dans ces différentes conditions.

e Dans un premier temps objectif fat de valider sur modeles murins ’hypothese d’un
role du microenvironnement sur la réponse thérapeutique de l'ostéosarcome a la

chimiothérapie, puis d’utiliser ces modéles comme outils d’analyse.

e Cet outil permettra en effet d’évaluer des ostéosarcomes de chimio-sensibilité
variables mimant les bons et mauvais répondeurs humains. L’étude de ces modeles
permettrait d’individualiser de possibles facteurs environnementaux (mécanisme de
remodelage osseux, micro-vascularisation...) spécifiques influant sur le différentiel de

réponse a la chimiothérapie.

e [’identification de facteurs critiques d’intérét pourrait in fine permettre d’établir de
nouveaux outils pronostics en immunohistochimie, et de potentielles cibles

thérapeutiques issues du microenvironnement tumoral.
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Article original : influence du microenvironnement dans la réponse
histologique de l’ostéosarcome a la chimiothérapie : approche

préclinique et analyse rétrospective

BONE MICROENVIRONMENT HAS AN INFLUENCE ON
THE HISTOLOGICAL RESPONSE OF OSTEOSARCOMA TO
CHEMOTHERAPY: RETROSPECTIVE ANALYSIS AND

PRECLINICAL MODELING
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Présentation de Particle

Introduction :

L’hypothese initiale de ce travail prend sa source dans une impression clinique vécue de

fagon fréquente en RCP sarcome. L’ostéosarcome est une pathologie particuliecrement complexe,
et pour laquelle les traitements ont peu évolué. Nous sommes parfois surpris par des évolutions
cliniques surprenantes et défavorables chez des patients jugés bon répondeurs a la chimiothérapie
selon Huvos et Rosen (Glasser et al., 1992; Kim et al., 2008; Rosen et al., 1979). Effectivement,
malgré de bonnes marges chirurgicales, et une nécrose induite importante, certains patients vont
rechuter localement, ou a distance.
Notre hypothese est que la grille de lecture actuelle du point de vue pronostic est incompléte, et
ne permet pas d’identifier ces patients, nous prenant donc parfois en défaut. I.’étude de Brouchet
et al. identifiant le réle pronostic des marquages CD163 et CD8, sans corrélation avec la réponse
histologique illustre ce propos (Gomez-Brouchet et al.,, 2017). L’étude du microenvironnement
tumoral est un domaine d’intérét majeur et récent, qui devrait permettre de répondre a ces
questions.

Certains auteurs se sont posés la question de I'impact de 'envahissement tumoral aux
parties molles adjacentes, et plus particulicrement a la persistance de colonies de cellules
tumorales dans cet environnement spécifique extra-osseux associant périoste, tissu musculaire,

tissus graisseux...

Cette niche tumorale juxta-osseuse, de par un microenvironnement différent pourrait-elle étre a

lorigine de mécanismes de résistance ?
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Principes et objectifs :

Par une approche combinée - préclinique et rétrospective - nous avons cherché a
identifier si un envahissement tumoral en milieu musculaire juxta-osseux répondait différemment
a la chimiothérapie quun mode¢le tumoral intra-osseux pur en modele murin. Une approche

rétrospective pilote sur piece d’anatomo-pathologie a aussi été menée.

Notre modéle préclinique a donc cherché a modéliser différents environnements tumoraux dans
un modéle murin d’Ostéosarcome MOS-] afin d’évaluer les différences de réponse a la
chimiothérapie. Nous avons en ce sens estimé la cinétique de volume tumoral sous traitement,
ainsi que la nécrose induite.

Un versant rétrospectif pilote a également été mené, avec une relecture systématique de lames
issues de pieces d’exérese d’ostéosarcome humains. Un mapping des cellules tumorales viables a
été réalisé dans le cadre d’une étude pilote. Nous avons cherché a mettre en lien la survie des

patients atteint d’ostéosarcome a la répartition tissulaire des cellules viables restantes.

Choix méthodologiques :

Modéle préclinique in vitro et in vivo
Lanalyse préclinique dans ce projet a nécessité la sélection de trois molécules de chimiothérapie
utilisées dans le traitement de I'ostéosarcome de haut grade chez ’homme et compatible avec un
modele murin (Cisplatine, Doxorubicine, et Ifosfamide).
Une analyse in vitro de la sensibilit¢ de la lignée MOS-] a ces molécules a été réalisée par
marquage de la prolifération au cristal violet. La tolérance et lefficacité des traitements

sélectionnés ont été testées sur notre modéle murin d’ostéosarcome.

86



Nous avons choisi pour un modecle murin syngénique d’ostéosarcome MOS-] classiquement
utilisé dans le laboratoire PhyOs (Joliat et al., 2002) afin de prendre en compte environnement
immunitaire (Figure 37). Les nombreuses mises au points méthodologiques dans I’élaboration des
mod¢les d’injection tumoraux de notre étude, mais ¢également dans Dévaluation des
thérapeutiques nous ont également encouragé a utiliser des souris immunocompétentes plus

économiques de type C57bl/6] (Jacques et al., 2018).

Bone sarcomas

Osteosarcoma Ewmglsarcoma Chondrosarcoma
Immunocompetent Immunodeficient Immunodeficient Immunocompetent I%cient
animals animals animals animals animals
Mouse Mouse Mouse
Mouse Nude Rat Mouse nude
Balblc C3H/HeN nude or SCID p >
(KTM2) (Dunn, LM8, Pos-1) (HOS, NG63, U208, etc) (A673, TC 71, etc) Srague Dawley (SW1323, JJ012)
(Swarm)
Mouse Rat PDX
PDX PDX

Czist’fJ S'ag‘gR%aW’ey NOD/SCID NODISCID NOD/SCID
(MOS-) ( A) NOD/RAG2 NOD/RAG2 NOD/RAG2

Figure 37 : Mode¢les de petits animaux disponibles dans la littérature pour 1'étude des tumeurs osseuses
primitives. Lignées cellulaires: origine humaine (en bleu), souris (en rouge), rat (en vert). PDX: xénogreffe dérivée
du patient (Jacques et al., 2018).

L’injection de cellules tumorales MOS-] a initialement été prévue dans trois sites
tissulaires représentant trois microenvironnements différents: un site para-tibial musculaire
classiquement décrit dans la littérature. un autre intra-osseux pur, plus exigeant
méthodologiquement, et enfin un dernier modele sous-cutané (Jacques et al., 2018; Ulugkan et al.,

2015).
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L’analyse s’est portée ensuite sur la cinétique de progression du volume tumoral, mais également
sur la nécrose induite (Hematoxyline Eosine) par analogie a la méthode utilisée chez ’homme
dans le score de Huvos et Rosen. Les index de prolifération, ’évaluation de I'apoptose et 'analyse

de la vascularisation ont également été évalués en IHC.

Analyse rétrospective pilote
Il nous semblait important de combiner a cette approche préclinique un versant
rétrospectif. Nous avons tenté d’évaluer si la localisation extra-osseuse de colonies focales viables

d’ostéosarcome pouvait étre mise en lien avec une diminution de la survie.

Une relecture complete de lames issues de picces d’exérese de 10 patients a été réalisée avec I'aide
du Dr Anne Moreau, et de Clothilde Dumars, du service d’anatomopathologie du CHU de
Nantes. Ce faible échantillon a été sélectionné dans un premier temps, afin d’évaluer la faisabilité

méthodologique et la rentabilité de cette analyse.
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Abstract: Osteosarcoma, the most common malignant primary bone tumor, is currently treated with chemotherapy
and surgery. The effectiveness of chemotherapy is evaluated by means of histological analysis of tumor necrosis,
known as “the Huvos score”. However, 25% of the patients initially considered good responders will relapse. In our
practice, strong tissue heterogeneity around the residual viable cells of the osteosarcoma is observed, but this is
not taken into account by the Huvos score, as it is only an average. The objective is to determine whether hetero-
geneity in the osteosarcoma’s microenvironment can play a role in the histologjcal response to chemotherapy. Two
complementary approaches have been developed: (i) the therapeutic response to several monotherapies (ifos-
famide, cisplatin, doxorubicin) has been compared to tumor growth and the necrosis levels in different preclinical
syngeneic osteosarcoma models, mimicking various microenvironments by injecting the tumor cells into subcutane-
ous, intra-muscular paratibial, or intra-osseous sites; (ii) a retrospective analysis was performed on patients’ osteo-
blastic osteosarcoma biopsies. Tissue localization mapping of residual live tumor cell colonies was evaluated for
potential correlation with overall survival. The results of the preclinical studies showed a difference in tumor growth
depending on the osteosarcoma model, with a higher rate in bone sites compared to subcutaneous tumors. For the
therapeutic response, a higher response to doxorubicin was observed in the intra-osseous model compared to the
intra-muscular model for tumor growth (P = 0.013) and necrosis (P = 0.007). These data strongly suggest that the
microenvironment plays a role in how osteosarcoma responds to chemotherapy. The retrospective analysis showed
no significant survival difference between residual cell sites, although the soft tissues may be seen as a potential
negative factor.

Keywords: Osteosarcoma, microenvironment, histological analysis, murine model, retrospective analysis

Introduction ed in the literature are: location and size of the

tumor, presence of metastasis, response to
Osteosarcoma, derived from mesenchymal chemotherapy determined by the Huvos and
bone-forming cells, is the most common malig- Rosen score, as well as the quality of the tu-
nant primary bone tumor. Annual incidence of mor resection [5-7]. Osteosarcoma treatment
osteosarcoma in the general population is 5 is codified as part of a multidisciplinary care
cases per million [1]. Although this tumor is protocol and has not really changed in thirty
mostly characterized as being of the conven- years: it combines neo-adjuvant chemotherapy
tional osteoblastic type, other histological sub- with surgical resection and adjuvant chemo-
types can be observed [2] (fibroblastic, chon- therapy. The most commonly used chemothera-
droblastic, telangiectasia), with strong intra- py drugs are high-dose methotrexate, cisplatin,
tumoral histologic heterogeneity [3, 4]. The ifosfamide, and doxorubicin for example [8].
long-term survival prognostic factors describ- Modifying the adjuvant chemotherapy protocol
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Microenvironment and osteosarcoma therapeutic response

is decided in relation to the histological res-
ponse to neo-adjuvant chemotherapy on the
resection piece. This analysis quantifies tumor
necrosis and classifies patients into good and
bad responders (known as the Huvos and
Rosen score) [9]. This score is based on the
number of remaining viable tumor cells, with
good responders defined as having a rate of
less than 10% [10]. This prognostic criterion is
essential and guides the postoperative che-
motherapy regimen. However, 25% of the
patients initially considered good responders
will relapse [9, 11]. Currently, the number of
viable tumor cells is an average count which is
made globally without distinguishing between
different areas or different types of tissue. Our
practice, along with data from the literature,
shows that on a post-chemotherapy resection
piece, the resection necrotic areas are hetero-
geneous with some areas with complete necro-
sis and some with an absence of necrosis. A
unique study by Picci et al indicated that the
preferential survival zones for osteosarcoma
cells on post-chemotherapy resection pieces
are observed in soft tissues [12]. The aims of
the present work are to complete this initial
study at preclinical and clinical levels, first by
developing relevant animal models that mimic
different microenvironments, and second by
means of retrospective clinical assessment on
survival.

The concept of microenvironment has recently
emerged. It considers tumors as organs with
complex interactions with the stroma, and not
as merely simple clusters of autonomous tumor
cells. This provides us with an opportunity for
understanding tumor progression that may
apply to osteosarcomas [13]. Bone is com-
posed of many distinct cell types (osteoblasts,
osteoclasts, chondrocytes, MSC (mesenchymal
stem cells), hematopoietic cells, endothelial
cells, immune cells) and is the site of major
interactions balanced by bone formation and
bone resorption. This complex osseous micro-
environment influences the development and
progression of osteosarcomas [14]. Our scien-
tific hypothesis is that overall averaged thera-
peutic response assessment of the tumor
piece, as obtained with the Huvos and Rosen
score, currently masks the potential signifi-
cance of post-chemotherapy necrosis hetero-
geneity. Cell interactions between the microen-
vironment and the tumor may modulate the
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chemotherapy response, as suggested by Jun-
ttila or Hanahan [13, 15], with tumor response
that differs depending on the type of tissue at
the expense of which the tumor grows (soft tis-
sue, cancellous bone, cortical bone). This vari-
ability may be explained by differences in envi-
ronmental characteristics at the immune cell,
architectural [16-18], or vascular levels, as well
as at the chemical level by variations in pH or
oxygenation [19-21]. Knowledge and under-
standing of necrosis distribution depending on
the microenvironment may improve our prog-
nostic criteria and better guide postoperative
chemotherapy.

In order to validate our hypothesis, we will
develop two complementary approaches: (i) in
collaboration with pathologists, we will carry
out a retrospective study of osteosarcoma
resection pieces obtained after chemotherapy.
This will make it possible to assess necrosis
heterogeneity (different kinds of tissues) in cor-
relation with disease prognosis; (i) an in vivo
experimental approach on syngenic MOS-J
murine osteosarcoma models will be devel-
oped to compare the chemotherapy response
between various tumor implantation sites mim-
icking different microenvironments (pure bone,
muscle tissue with periosteum denudation or
subcutaneous tissue) to study the influence
of these different microenvironments on the
therapeutic response. This modeling approach
should provide us with better understanding of
both the molecular and/or cellular mechanisms
that may influence the response to chemother-
apy, and their prognostic significance for better
therapy.

Materials and methods
In vitro experiments

Cell line and culture: The murine MOS-J osteo-
sarcoma cell line used for both the in vitro and
in vivo experiments developed from a sponta-
neous osteosarcoma in the C57BL/6J mouse
strain [22]. All experiments were performed
under sterile conditions using a vertical laminar
flow hood (PSM Securiplus, Astec, France). The
cells were grown in 25, 75, 175 cm? or triple
175 cm? flasks (FalconTM, Becton Dickinson
Labware, JN, USA) in RPMI (Roswell Park
Memorial Institute, Biowhitakker, Verviers,
Belgium) culture medium supplemented with
5% FCS (Fetal Calf Serum, Hyclone Perbio,
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Vigneux, France). The plates were seeded at a
density of 10* cells/cm?, then incubated in a
saturated humidity atmosphere containing 5%
CO, at 37°C. During subculturing, cells were
detached at confluence with a Trypsin-EDTA
solution [Biowhittaker, Trypsin: 0.5 g/L; EDTA
(Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid): 0.5 g/L].
Trypsin was neutralized by adding 10% FCS into
the culture medium, then centrifuged at 1600
rpm for 5 minutes. The cell count was realized
on a Malassez cell. When cell amplification was
required for the in vivo experiments, MOS-J
cells were detached at between 70 and 80%
confluence, to obtain a potentially optimal
comparable division from one operation to
another.

Cell proliferation test: A proliferation assay was
performed to determine for the MOS-J cell line
its in vitro susceptibility to the chemotherapy
drugs commonly used in the osteosarcoma API
therapeutic protocol [10]: doxorubicin, ifos-
famide (mafosfamide, the active form of ifos-
famide was used for in vitro testing, as ifos-
famide requires metabolic activation) and
cisplatin. The MOS-J cells were seeded in
96-well plates at a density of 3000 cells per
well. After 24 hours of culture to allow the cells
to adhere, the cells were incubated with differ-
ent treatments in fresh medium with concen-
trations ranging from 0.01 pM to 100 pM, at
37°C for 48 hours. The cell viability rate com-
pared to control untreated cells was deter-
mined by crystal violet staining. After cell
attachment, the cells were treated with 1% glu-
theraldehyde for 5 minutes followed by rinsing,
then the cells were stained with 0.1% crystal
violet. The dye was solubilized in Sorensen’s
solution (45% Ethanol, 20 nM HCI, citrate triso-
dium 35 nm) and the absorbance was mea-
sured in a spectrophotometer at 420 nm. The
dose-response curves and the doses inducing
50% of the maximum effect (IC50) were deter-
mined for each molecule using GraphPad-Prism
software (Center for Opportunities, USA). These
manipulations were reproduced twice.

In vivo experiments

Murine models: Animal experiments were per-
formed on mice housed in the Experimental
Therapeutic Unit (Medical School, Nantes,
France; agreement n°D-44045) in accordance
with protocols approved by the Regional Ethics
Committee on Animal Experimentation (CEEA
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PdL 6) and the Ministry of Agriculture, under
the direction of investigators certified for ani-
mal experiments. Four-week-old male C57BL/
6) mice from Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France) were used. For each experiment,
one week of adaptation to the environment was
required before starting the manipulation, with
the mice being randomized into different ca-
ges. The MOS-J tumor cells were injected into
various sites in order to mimic different micro-
environments. All tumor cell injections were
performed under general anesthesia (isoflu-
rane 1.5% air-1 L/min) after disinfection with
betadine, within one hour of detaching the
cells. Preliminary experiments were performed
to determine the best cell number for obtaining
reproducible Kinetics and optimal growth.

Injection models: Three models were devel-
oped: intra-muscular, intra-osseous and subcu-
taneous. (i) intra-muscular paratibial injections
were carried out percutaneously on mid-diaph-
yseal tibia after needle periosteum denudation,
with 3.10° MOS-J cells prepared in a solution of
50 pL phosphate buffered saline (PBS); (ii)
intra-osseous injections were carried out after
a sub-centimeter infero-lateral incision to the
tibial tuberosity in order to expose the bone:
the cortical bone was punctured with a needle
by a rotary movement and then 3.10° MOS-J
cells prepared in 25 L of PBS were injected.
The skin was closed using a Flexocrin® 5.0
suture. These mice were treated with an intra-
peritoneal bolus of buprenorphine 0.1 mg/kg;
(iii) subcutaneous injections of 3.10° MOS-J
cells prepared in a 50 ul PBS solution contain-
ing matrigel 4.5 g/L were performed after shav-
ing the mouse's flank. In all cases, the syringes
were stored on ice before the injection.

Model characterization: The primary objective
was to validate the technique and reproducibil-
ity of MOS-J tumor cell inoculations in different
injection sites (intra-osseous, intra-muscular/
paratibial, subcutaneous), and to assess tumor
growth Kinetics in control C57BL/6 mice in the
absence of treatment. Three groups of 5 mice
were formed, one for each injection site. The
mice were monitored for 28 days from the day
of injection, and tumor growth was assessed by
precise and regular measurement of tumor vol-
ume every 3 to 4 days with a caliper. Tumor vol-
ume (V) expressed in mm?® was calculated using
the formula V= (L x W x P)/2, where L, Wand P
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Figure 1. Effect of chemotherapy drugs (mafos-
famide, cisplatin, and doxorubicin) on MOS-J osteo-
sarcoma cell proliferation. Cell proliferation is given
as a percentage of control.

are the perpendicular diameters of the tumor
in the three space planes [23]. Radiographic
characterization of bone lesions from the intra-
muscular, paratibial and intra-osseous bone
groups was performed on Day 15 and Day 21
after tumor cell injection under general anes-
thesia. Bone lesions were also quantified after
sacrifice in the same mice, with the microtomo-
graph Skyscan 1076 (Bruker, Belgium) using
the following acquisition parameters: pixel size
18 microns, 50 kV, Al filter 0.5 mm and 0.6°
rotation phase. The images were reconstructed
using the software NRecon Skyscan then treat-
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Figure 2. Mean tumor volume comparison between
murine MOS-J models induced in intra-osseous,
intra-muscular paratibial, and subcutaneous sites.
Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01 [, **:
[0.01; 0.001 [, ***: <0.001.

ed in three dimensions using the 32-bit soft-
ware CTVox Skyscan. Histologic tumor charac-
terization was performed by standard HE
(hematoxylin-eosin) staining and by immuno-
histo-chemistry (IHC) for CD146 (vasculariza-
tion), Ki67 (proliferation) and caspase 3 (apop-
tosis) markers. For this, the legs with tumors or
subcutaneous tumors were fixed in 10% buff-
ered formaldehyde solution, decalcified if nec-
essary in 4% ethylene diamine tetraacetic acid
solution (EDTA) and 0.2% pH 7.4 paraformalde-
hyde, embedded in paraffin, cut into 3 um sec-
tions and mounted on slides. CD146, Ki67
(ImmunoRatio [24]), active caspase 3 staining
and necrosis degree evaluation were obtained
with the Image) software [25].

Evaluating tolerance and treatment effective-
ness in the MOS-J cell line: The aim of this
experiment was to evaluate the safety and effi-
cacy of chemotherapy drugs (doxorubicin, cis-
platin, ifosfamide) on the MOS-J model, and to
allow us to choose optimal chemotherapy
doses. 71 mice were injected in the intramus-
cular/paratibial site with 3.10° MOS-J cells for
this experiment. The tumor volume and growth
Kinetics were assessed biweekly. Tolerance to
chemotherapy was evaluated weekly by mea-
suring weight, and by assessing mouse behav-
ior and lethality. Chemotherapy treatment was
initiated when the average tumor volume in one
group exceeded 100 mm?3 [26, 27]. The mole-
cules were injected alone, at three different
doses with an intermediate dose for the most
commonly-used dose in the literature [26-31].
The intravenous (retro-orbital) injections were
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Figure 3. Bone lesions analyzed by X-ray profiles of injected legs. Day 15 (A, C), Day 21 (B, D) after tumor cell injec-
tion. Intra-osseous injection site (A, B), intra-muscular paratibial injection site (C, D).

all performed biweekly in 50 or 100 ul of PBS
solution: cisplatin 0.5 mg/kg, 2 mg/kg and 4
mg/kg; ifosfamide 10 mg/kg, 50 mg/kg and
100 mg/kg; doxorubicin 0.5 mg/kg, 2 mg/kg
and 4 mg/kg. The control group received injec-
tions of 50 ul PBS.

Evaluating the impact of different injection
environments on the effects of monotherapy:
The aim of this experiment was to compare the
therapeutic efficacy of chemotherapeutic mol-
ecules on tumor growth in the MOS-J model
induced in different injection sites (paratibial/
intramuscular, intra-osseous and subcutane-
ous), and to assess the histologic response to
these different treatments. Three groups of 28
mice were established (one group for each
injection zone) and 3.10° MOS-J cells were
injected per mouse. Each group was then divid-
ed into 3 sub-groups, receiving different treat-
ments: cisplatin 2 mg/kg, doxorubicin 4 mg/
kg, and ifosfamide 100 mg/kg, plus a control
group. The tumors were characterized histologi-
cally by analyzing CD146, Ki67 (ImmunoRatio
application), and caspase 3 staining, and evalu-
ating the degree of necrosis.

Retrospective clinical analysis

In the second part of the study, the main objec-
tive was to determine a potential correlation
between the location of residual live tumor
cells on post-chemotherapy resection pieces
and the overall survival of patients with osteo-
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sarcoma (0S2006 cohort of 350 patients) [10].
We initially focused on a pilot phase in ten
patients operated on in Nantes, to assess the
feasibility and potential trends between overall
survival and localization of live tumor cells. The
following criteria were required: patients had
to have been operated on in Nantes, with his-
tological blades available in the archives of
the pathology department. The osteosarcomas
had to be of the osteoblast type in an initial
biopsy carried out before 2012 for a minimum
follow-up period of 3 years (Cohort 0S2006).
Huvos and Rosen |, Il and Il scores were includ-
ed in this study. Huvos and Rosen scores of |V
were excluded (complete necrosis). Patients
whose biopsies were not available were also
excluded. The location of residual live osteosar-
coma cells was evaluated in relation to tissue
type (cancellous bone, cortical bone, cartilage,
soft tissue). General clinical data, together with
tumor (pathology, metastases), surgical (mar-
gins, type of resection), medical (adjuvant che-
motherapy and neo-adjuvant) and survival data
were also collected. Mapping of the viable
residual tumor cells based on different types of
tissue: cancellous bone, cortical bone, carti-
lage, and soft tissue, was carried out in coordi-
nation with the pathology team, all slides being
read and blind analyzed by a pair of patholo-
gists. Our histology analysis was similar to that
reported in the study by Picci et al [12].
Preferential areas of live cells were determined
using anatomical frame patterns filled during
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Intra-osseous injection site MOS-J cell
at Day 28.
Tumor volume of 882 mm?Z.

Paratibial injection site MOS-J cell
at Day 28.
Tumor volume of 780 mm>.

Figure 4. Bone micro-architecture analysis by micro-CT on Day 28 after tumor cell injection of legs with the tumor
Tumors were induced by intra-osseous (A-D) or intra-muscular paratibial (E-H) injection. Tridimensional reconstruc-
tions with lateral, anterior, medial and posterior view (A, E). Axial mid-diaphyseal view (B, F), frontal view (C, G), and

sagittal view (D, H).

blade proofreading. All sagittal and frontal
blades with a rate of live tumor cells > 1% were
read. Cell density was divided into 2 levels:
high (corresponding to very individualized focal
osteosarcoma colonies) and low, correspond-
ing to diffuse distribution. Histological proof-
reading was carried out blinded to the survival
outcomes.

Statistical analysis

Data were collected on Microsoft Excel and
analyzed with the GraphPad Prism 7 software.

In vitro experiments were analyzed with the
IC50 logarithmic curve. The in vivo experiment
results were analyzed between more than two
distinct populations using the ANOVA One-way
(only one condition tested) or Two-way (two con-
ditions tested) test, applying the Sidak test cor-
rection for multiple comparisons. Analyses of
two populations were carried out using the non-
parametric Mann-Whitney test. The standard
deviations are shown in the figures. Survival
curves were estimated with the Kaplan-Meyer
test, and the comparison between these curves
was performed using the Log-Rank test. The
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Figure 5. Histological analysis of mice developing MOS-J tumors induced by intra-osseous injection. Longijtudinal leg
section with HE staining to assess degree of necrosis (A), IHC staining of tumor at x 5 magnification for proliferation
with Ki67 (B), x 10 for vascularization with CD146 (C) and x 5 for apoptosis with caspase 3 (D). T: Tumor, N: areas

of necrosis.
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Figure 6. Histological analysis of necrosis (as a percentage of tumor area), cell proliferation with IHC Ki67 labeling
(expressed as a proliferation index), vascularization with IHC CD146 labeling, and the rate of apoptosis with IHC
caspase 3 labeling. Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01 [, **: [0.01; 0.001 [, ***: < 0.001.

alpha risk for all of these tests was set at 5%
with a significance of P < 0.05.

Results
In vitro experiments

Cell proliferation was determined by crystal vio-
let staining in 96-well plates. Mafosfamide (the
metabolized form of ifosfamide), doxorubicin
and cisplatin were added at increased concen-
trations (from 108 M to 103 M) to fresh culture
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medium. All three treatments induced a cyto-
toxic effect on the MOS-J osteosarcoma cell
line, but with varying patterns (Figure 1). All the
compounds tested inhibited tumor cell prolifer-
ation in vitro, with a mean of median inhibitory
concentrations (IC50) of 1.09 uM (1.43 and
0.69 uM) for cisplatin (two independent series
of experiments), 0.11 uyM (0.14 and 0.07 uM)
for doxorubicin, and 4.90 uM (4.57 and 5.22
uUM) for mafosfamide (Figure 1). These in vitro
experiments allowed us to both validate the
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Figure 7. Kinetics of average tumor volumes according to treatment (cisplat-
in, doxorubicin, ifosfamide) at different doses. The treatment was introduced
on D15. Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01 [, **: [0.01; 0.001 [, ***:

<0.001.

sensitivity of the MOS-J cell line to the 3 chemo-
therapy molecules of interest, and develop in
vivo approaches in models induced from this
cell line.

In vivo experiments

Model characterization: Tumor growth was
compared in C57BL/6J) mice in models induced
by injection of 3.10° MOS-J cells into different
sites (intra-muscular paratibial, intra-osseous,
subcutaneous). No significant difference was
observed in tumor growth between the models
induced in the intra-osseous and intra-muscu-
lar paratibial sites, with respective average vol-
umes on D28 after tumor cell injection (end of
experiment) of 628.8 mm? + 230.1 and 547 +

Control (n=8)
Doxorubicin d4mg/kg (n=7)
Doxorubicin  2mg/kg (n=7)

Doxorubicin 0.4mg/kg (n=7)
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Control (n=8)
Cisplatindmg/kg in=7)
Cisplatin 2mg/kg in=7)

Cisplatin 0.4mg/kg (n=7)

Control (n=8)

¥osfamide 100mg/kg (n=7)
¥osfamide 50mg/kg (n=7)
Hosfamide 10mg/kg (n=7)

185.9 mm? (Figure 2). These
tumor volumes were, howev-
er, significantly higher than
the average volume of the
tumors induced by cell injec-
tion in the subcutaneous site
(mean tumor volume of 222.6
+ 56.2 mm? on D28, respec-
tively P = 0.0049 and P =
0.0056 compared with the
intra-osseous and intra-m-
uscular models). All injected
mice developed a tumor after
injection of 3.10° MOS-J cells.

Radiographic morphological
analysis was performed on
D15 and D21 after tumor cell
injection, and revealed for the
intra-osseous site a progres-
sive evolution in metaphyseal
heterogeneity with osteolysis
and sclerosis (Figure 3). For
the paratibial injection site,
the images evoked a perios-
teal reaction with cortical
sclerosis (Figure 3).

Micro CT morphometric ana-
lysis was performed 28 days
post-injection, when the mice
were sacrificed (Figure 4). Mi-
ce with intra-osseous injec-
tions predominantly develop-
ed metaphyseal lesions with
cancellous bone heterogene-
ity. For mice with intra-muscu-
lar paratibial injections, the
damage predominated in the periosteal regjon,
with thickening of the anterior cortical.

Histological analysis of vascularization (CD-
146), proliferation (Ki67) and apoptosis (cas-
pase 3) was performed by standard HE stain-
ing, as well as by immunolabeling of a repre-
sentative tumor (median tumor volume) in the
group induced by the intra-osseous site injec-
tion, as well as intra-muscular paratibial injec-
tion (Figure 5). Three sections spaced at least
one millimeter apart were analyzed with HE
staining for these two groups. For tumors from
the subcutaneous injection site, three tumor
volumes were analyzed with HE staining at two
different levels, spaced at least one millimeter
apart. Only soft tissue not subjected to decalci-
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Figure 8. Kinetics of average tumor volumes accord-
ing to different injection sites and treatments (cispla-
tin 2 mg/kg, doxorubicin 4 mg/kg, ifosfamide 100
mg/kg and control group). The treatment was intro-
duced on D12. Thresholds of significance: *: [0.05;
0.01 [, **:[0.01; 0.001 [, ***: <0.001.

fication was analyzed with IHC to ensure better
comparability. HE staining of histological sec-
tions was quantified with the Image) software
with necrosis areas determined relative to the
whole surface of the tumor. For CD146 and
caspase 3 staining, IHC analysis was conduct-
ed through a semi-automated enforcement
macro used in the laboratory. The analysis of
Ki67 labeling was performed using the Image)
ImmunoRatio software.

Regarding necrosis, a significant difference
was measured by the one-way ANOVA test
between the tumor necrosis rate in tumors
induced in the subcutaneous site (7.88% +
1.18) and in the intra-muscular paratibial site
(4.03% + 2.06, difference of 3.85%, 95% CI
[0.62; 7.08]; P = 0.02). No significant difference
was observed in the tumor necrosis rate
between tumors induced by subcutaneous
injection and intra-osseous tumors 4.69% +
1.30 (difference of 3.20%, 95% ClI [-0.03;
6.42]).
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For the proliferation rate assessed by Ki67
labeling, no significant difference was observ-
ed between the proliferation index values of
tumors induced in the intra-muscular paratibial
(23.6% + 1.83), intra-osseous (12.15% + 6.57)
and subcutaneous (26.67% + 3.73) sites. Si-
milarly, no significant differences were obs-
erved regarding vascularization, with values of
190.81 + 31.87 CD146 positive cells/mm? for
the intra-muscular paratibial site, 260.04 %
80.97 for the intra-osseous site, and 219.6 *
26.96 for the subcutaneous site. Regarding
apoptosis (caspase 3 staining), a significant
difference was measured by the One-Way
ANOVA test between the apoptosis index in the
model induced in the subcutaneous intra-osse-
ous sites (respectively 2.83% + 0.87 and 0.94
+ 0.17%, difference of 1.89%, 95% Cl [0.20;
3.57]; P = 0.03), with the apoptosis index of
tumors induced in the intra-muscular paratibial
site being 1.49% + 0.34 (Figure 6).

Evaluating tolerance and treatment effective-
ness on MOS-J models: The treatments were
administered biweekly to the mice at three
increasing doses. A control group was injected
with a PBS solution with the same volume. We
did not observe major weight loss secondary to
chemotherapy (weight loss averages remained
below 10% even at the highest doses). On the
other hand, one mouse died on D29 in the cis-
platin 4 mg/kg group, due to intolerance in the
absence of an obvious cause. The mice in this
group appeared to slow down, with a decrease
in vivacity. The cisplatin 4 mg/kg dose was con-
sidered to be poorly tolerated. Cisplatin inhibits
tumor growth at doses of 2 mg/kg and 4 mg/
kg with a threshold at the dose of 2 mg/kg.
40 days post-injection, the difference was high-
ly significant (ANOVA One-Way test). A signifi-
cant difference of 770.7 mm?3 95% CI [233.7;
1307.7] between the cisplatin 2 mg/kg (686.7
mm?® + 216.0) and the control groups was
observed. For doxorubicin, only the dose of 4
mg/kg inhibits tumor growth, with a significant
difference compared to the control group of
756.0 mm?® 95% Cl [284.3; 1227.6] and an
average tumor volume of 701.4 mm?® + 205.1
on day 40. For the group treated with ifos-
famide, the dose of 100 mg/kg inhibits tumor
growth, with a significant difference of 779.8
mm?3 compared to the control 95% Cl [251.2;
1308.5] and an average tumor volume of 677.6
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mm? + 384 .4 on day 40. The doses of cisplatin
2 mg/kg, doxorubicin 4 mg/kg and ifosfamide
100 mg/kg were then selected (Figure 7).

Evaluating the impact of different injection
environments on the effects of monotherapy:
Growth kinetics study: the treatment injections
were performed biweekly and started as soon
as the average tumor volume in one of the
groups exceeded 100 mm?3. They were started
on D12 for this manipulation.

In the intra-muscular paratibial model, signifi-
cant differences in mean tumor volume were
observed on D28 between ifosfamide 100 mg/
kg (195.9 mm? £ 130.6; 95% CI [75.08, 316.6])
and the control group (519.9 mm?® + 518.4;
95% CI [370.7;, 669.0]) and between cisplatin 2
mg/kg (303.0 mm® £ 90.7; 95% Cl [219.2,
386.8]) and the control group (One-Way ANOVA,
P = 0.03). Doxorubicin 4 mg/kg (376.6 mm? +
183.9; 95% CI [205.6, 545.7]) did not induce a
significant inhibitory effect on D28 in this
model.

In the intra-osseous model, a significant differ-
ence in tumor volume of 301.2 mm?® 95% Cl
[47.8; 554.7] was observed on D28 between
doxorubicin 4 mg/kg (138.8 mm? + 27.8; 95%
Cl [109.9; 167.8]) and the control group (440.1
mm? + 248.3; 95% Cl [210.4; 669.7]; One-Way
ANOVA test; P = 0.038). No difference was
observed between cisplatin 2 mg/kg (211.2
mm? + 144 4, 95% Cl [569.7; 362.7]) and the
control group, or between ifosfamide 100 mg/
kg (266.4 mm? + 200.0; 95% Cl [81.4, 451.4])
and the control group. The control groups for
the intra-muscular paratibial and intra-osseous

Paratibial - Doxorubicin4mg/kg (n=7)
Paratibial - Control (n=7)

-
~
~&— Intra-osseous- Doxorubicin dmg/kg (n=7)
~&~ Intraosseous - Control (n=7)
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models were not significan-
tly different on D28 (One-Way
ANOVA test) (Figure 8). In the
subcutaneous model, we we-
re unable to draw any conclu-
sions because of tumor fail-
ure. A significant difference
in tumor volume of 236.8
mm?® + 76.26 was observed
on D28 with treatment with
doxorubicin 4 mg/kg (P =
0.024) between the intra-
osseous and intra-muscular
paratibial models using the
Two-Way ANOVA test. These
results suggest that the response to doxorubi-
cin varies in relation to the microenvironment
(Figure 9).

Histological analysis was performed by stan-
dard hematoxylin eosin (HE) staining, as well as
by immunolabeling of vascularization, prolifera-
tion and apoptosis (respectively by CD146,
Ki67, and caspase 3 assessment). A significant
difference in necrosis rates of 9.78%, 95% CI
[0.09; 19.47] was observed with doxorubicin 4
mg/kg between the intra-muscular paratibial
model (3.80% * 3.48) and the intra-osseous
model (13.59% + 9.24) (Two-Way ANOVA test, P
= 0.045). No other significant difference could
be observed within the same treatment bet-
ween the intra-muscular paratibial and intra-
osseous models. Regarding Ki67 proliferation,
vascularization by CD146 as well as caspase 3
markers, no significative difference could be
shown between the various treatments or for
the different sites by the ANOVA Two-Way mul-
tiple comparison test (Figure 10).

Retrospective analysis

General data: The population used in our study
included 10 patients (Table 1) with a sex ratio
of 1.5, an average age at diagnosis of 17.4
years + 4.9 (range: 9-24 years). In six out of 10
cases (60%), the osteosarcoma was localized
in the lower femur, and pathological fractures
were present 3 times out of 10 (30%). The
resection margins were RO for all the patients
in the series (absence of resection margin
invasion).

Histologic mapping: The population presented
a Huvos and Rosen score of |l in 8 cases, one
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Figure 10. Histological analysis of necrosis (percentage of necrosis relative to the tumor area), cell proliferation with
IHC labeling of Ki67 (expressed as a proliferation index), vascularization with IHC CD146 labeling, apoptosis with
IHC cell labeling of caspase 3. Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01 [, **: [0.01; 0.001 [, ***: < 0.001.

had a score of || with 13% viable cells, and one
case a score of | with 80% viable cells (Table 2).
The initial tumor had affected both the spongy,
cortical and soft tissues in all cases, but had
reached the cartilage only once. Cells remained
alive in the soft tissues in 70% of cases, in can-
cellous bone in 100% of cases, in cortical tis-
sue in 80% of cases, and in the cartilage in 0%,
even in the case of extra-articular excision.

When viable cells formed focal colonies, they
could affect spongy bone alone, or spongy
bone and cortical bone, or the association of
spongy bone, cortical bone, and soft tissue. No
residual viable cell colony was identified within
the cartilage (Figure 11).
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Survival analysis: A significant difference in sur-
vival was shown between scores > 3 (8 cases)
and scores < 2 (score |l and score |) by the Log-
Rank test (P < 0.001) (Figure 12).

However, we did not observe any significant dif-
ference in survival between patients with viable
soft-tissue osteosarcoma cells (7 cases) and
others (3 cases), or between patients with focal
(8 cases) or diffuse repartition (2 cases) of
these cells (Figure 13).

Feasibility: We were able to map viable cells
remaining on the tumor with the help of anato-
mopathologists. The analysis focused only on
the slides with a viable cell rate > 1%, defined



Microenvironment and osteosarcoma therapeutic response

Table 1. General data-patients with osteoblastic osteosarcoma

Patients Sex Age Location Fracture = Metastasis Excision Margins
1 Male 19 Distal femur No No Extra-articular RO
2 Female 19 Distal femur Yes No Articular RO
3 Male 20 Distal femur Yes No Articular RO
4 Male 11 Distal femur No Pulmonary Articular RO
5 Female 24 Medium femur No No Intercalary RO
6 Female 9 Proximal tibia No No Articular RO
7 Male 15 Distal femur No No Articular RO
8 Male 22 Proximal humerus No No Extra-articular RO
9 Male 14 Distal femur No No Extra-articular RO
10 Female 21 Complete femur Yes No Femorectomy RO

Table 2. Initial anatomopathological data (Huvos and Rosen scores) and then as observed during the
study (location of the necrotic tumor and viable osteosarcoma cells, as well as their density)

Tumor Location

Huvos & Rosen

Patients Soft tissue Cancellous bone Cortical bone Cartilage
Score %  Necrosis Viable Necrosis Viable Necrosis Viable Necrosis  Viable

1 i 35 Yes Focal Yes Focal Yes Focal No No
2 Il 5 Yes No Yes Focal Yes No No No
3 I 13 Yes Focal Yes Focal Yes Focal No No
4 1l 13 Yes Diffuse Yes Diffuse Yes Diffuse No No
5 Il 3 Yes Diffuse Yes Diffuse Yes Diffuse No No
6 Il 4.2 Yes No Yes Focal Yes Focal No No
7 | 80 Yes Diffuse Yes Diffuse Yes Diffuse No No
8 I 13 Yes No Yes Focal Yes No Yes No
9 Ul 7.4 Yes Focal Yes Focal Yes Focal No No
10 11 3 Yes Focal Yes Focal Yes Focal No No

during the initial analysis. It was impossible to
identify well-defined colonies due to the extent
and low density of the osteosarcoma cells in
some patients. In these cases, the term “dif-
fuse distribution” was chosen, with the cells
presentin soft tissue, cortical bone and cancel-
lous bone.

Discussion

The origin of this work is based on the clinical
observation that certain osteosarcoma pati-
ents defined as good responders to neo-adju-
vant chemotherapy by the Huvos and Rosen
score (about 25%) will nevertheless relapse or
go metastatic [9, 11]. Our research project is
based on recent interest in microenvironment
as a means of understanding tumor mecha-
nisms in oncological research [13-15]. We
hypothesize that the microenvironment influ-
ences the histological response to chemothera-
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py in osteosarcoma, depending on the different
types of tissue invaded. Cellular, architectural,
biological and chemical variability may be at
the origin of such regulation.

In this context, two complementary approaches
were carried out to support our hypothesis: (i)
a retrospective anatomopathological analysis
was performed on excision pieces from ten
patients from the 0S2006 cohort [10]. A poten-
tial correlation was evaluated between the
localization of residual viable tumor cells and
patient survival. The purpose of this pilot study
was to assess feasibility and potential trends;
(i) complementary preclinical modeling was
also performed to study the concept of res-
ponse to chemotherapy that depends on the
environment. Different tumoral microenviron-
ments were mimicked by inducing several
mouse models of syngenic osteosarcoma fol-
lowing intra-muscular paratibial, intra-osseous,
and subcutaneous injection of tumor cells.
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L

Figure 11. Frontal section of the distal femur resection piece of patient n®1.
Schematic representation of areas where viable tumor cells were observed
(A), in black: focal colonies with high cell density (one between soft tissues,
cortical bone and cancellous bone, the other in cancellous bone), in green:
necrotic tumor. Picture identifying the different slides with percentage of re-

sidual viable tumor cells in red (B).
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Figure 12. Survival curves according to Huvos and
Rosen score. Thresholds of significance: *: [0.05;
0.01[, **:[0.01; 0.001 [, ***: <0.001.

In vitro experiments allowed us to demonstrate
MOS-J line sensitivity to the therapeutic mole-
cules selected for our research project (cispla-
tin, ifosfamide, doxorubicin), chosen for their
use in the treatment of osteosarcoma. These
molecules are most often used as part of the
API-Al protocol [10, 32, 33] as an alternative to
high dose methotrexate in patients over the
age of 18. The proliferation inhibition observed
in vitro allowed us to develop models induced
with the same MOS-J cells in C57BL/6J mice
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for the three molecules test-
ed. There are no results on
these molecules on the MOS-J
cell line in the literature to our
knowledge [34].

The murine MOS-J osteosar-
coma cell line was used to
develop the corresponding
syngeneic model in C57BL/6)
mice, allowing us to take into
account the immune system,
which is crucial for studying
the influence of the microenvi-
ronment. These experiments
need to be reproduced in
other models of syngenic os-
teosarcoma (murine K7M2,
POS-1), as well as in models
induced from human biopsies
(PDX models) or cell lines in
Nude mice, even if the im-
mune compartment does not
totally imitate the human situ-
ation. We were thus able to
compare the responses of chemotherapy-resis-
tant or -sensitive tumors as a means of assess-
ing the potential role of different environments
in the respective responses.

Of the three models we developed in the in vivo
experiments, the subcutaneous-induced model
has never been described in the literature with
MOS-J cells. In the first set of experiments, all
tumors developed, reaching a minimum volume
of 150 mm?®on D28 (making histological analy-
sis possible). However, we did not succeed in
reproducing these results in our second subcu-
taneous model (tumor volume regressions
were observed and no tumors had exceeded
the volume of 125 mm?®on D28). The intra-mus-
cular paratibial model induced with MOS-J cells
with tumor initiation in muscle tissue in
C57BL/6J mice is well described in the litera-
ture [22, 35] and is frequently used in our labo-
ratory for its easy handling and reproducibility.
The intra-osseous model is the one that best
reproduces osteosarcoma development in
humans (as cancellous bone is the tumor
niche). In spite of this advantage, from a techni-
cal point of view it has greater complexity, with
several protocols described [36, 37]. The proto-
col we used is based on the one described by
Ulugkan et al [37]. This model is mastered in
our study with satisfactory reproducibility.
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Survival curves according to the presence
of viable tumor cells in soft tissue
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Figure 13. Survival curves according to the presence
of viable tumor cells in soft tissues. Ns: not signifi-
cant.

A significant difference in therapeutic respon-
se between the intra-muscular paratibial and
intra-osseous models was only observed for
doxorubicin 4 mg/kg, and not for ifosfamide
100 mg/kg or cisplatin 2 mg/kg. The inhibitory
effect of doxorubicin on tumor progression was
moderate in the intra-muscular model, while
it significantly inhibited intra-osseous tumor
growth, with low dispersion in tumor volumes.
Histological analysis indicated a higher rate of
tumor necrosis in the intra-osseous model
treated with doxorubicin 4 mg/kg than in the
intra-muscular model, confirming the histologi-
cal difference in response to treatment bet-
ween these two sites. The following hypothesis
may explain this phenomenon: initial tumor
growth in cancellous bone in the intra-osseous
model may facilitate the diffusion of doxorubi-
cin directly in contact with the tumor due to its
strong vascularization. Conversely, the intra-
muscular model, because of its aberrant neo-
vascularization, may limit the diffusion of this
molecule [12, 38]. Moreover, doxorubicin has
limited deep tumor penetration: concentration
gradients in tissue distribution have been
reported for this molecule in breast cancer and
murine models [21, 39, 40]. There may be sev-
eral explanations for this finding: precarious
vasculature, hypoxia or acid pH [21, 41-43], for
example. This difference is potentially related
to the tumor microenvironment even though we
did not observe any difference in CD146 label-
ing in our series. However, other methodologi-
cal approaches could be proposed: for exam-
ple, in future experiments, histology focused on
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perfusion or functional imaging may better
evaluate tissue perfusion [44, 45]. It is there-
fore necessary to better characterize the micro-
environment in order to understand this differ-
ence in therapeutic response: quantitative
analysis by direct immunofluorescence would
allow us to assess doxorubicin tissue penetra-
tion in relation to the different microenviron-
ments [46, 47], evaluating hypoxia and pH
roles should also be studied between the dif-
ferent models [47], as should characterizing
the immune microenvironment by IHC to iden-
tify the macrophages and lymphocytes infiltrat-
ing the tumors.

The second part of our study concerned a retro-
spective anatomopathological analysis which
was initially limited to a pilot phase in ten
patients from the 0S2006 cohort [10], implying
that caution is required when interpreting our
results. We evaluated feasibility and potential
trends, focusing the analysis on the tissue
localization of viable residual osteosarcoma
cells in surgical resection pieces. Analyzing the
tissue localization of viable osteosarcoma cells
with the help of trained pathologists did not
reveal any particular technical problems. Viable
cells presented as either well-defined focal col-
onies or were dispersed in diffuse form, affect-
ing all tissues. This re-analysis was relatively
rapid, limited to slides with more than one per-
cent of viable tumor cells. However, limitations
linked to the lack of reproducibility inherent to
the subjectivity of the histological analysis are
possible. The results obtained in our study dif-
fer from those of Picci et al [12], who identified
preferential survival zones in soft tissue in 63%
of cases (versus 70% in our study). On the other
hand, those authors only observed a 58% sur-
vival rate in spongy zones, compared to 100%
in our study. Our results need to be weighted in
relation to the small number studied, the pos-
sible differences in analysis protocol, and evo-
lution in chemotherapy protocols.

Despite its small size, our series confirms the
effectiveness of the Huvos and Rosen score
with regard to the prognostic evaluation of sur-
vival. Patients with a Huvos and Rosen score <
2 have a higher probability of death according
to the literature [5-7]. On the other hand, we did
not find any significant difference in survival
between the different localizations of residual
viable tumor cells. A potential severity criterion
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regarding the presence of viable cells in soft
tissues should be re-evaluated, with 100% sur-
vival for patients without soft tissue involve-
ment versus 62.5% for others. Tissue microen-
vironment (vascularization, pH, oxygenation,
etc) may explain this difference in chemothera-
py response, with limited efficacy of the mole-
cules in these tumor localizations. This would
represent areas of potential chemotherapy
resistance, with potentially higher metastatic
power. A larger cohort is needed to explore this
hypothesis.

Our translational study nevertheless seems to
show a convergence of the two approaches
developed. The location of viable tumor cells in
soft tissues, correlated with poor potential
prognhosis (based on the retrospective anato-
mopathological analysis), may be related to the
decreased efficacy of doxorubicin observed in
the intra-muscular paratibial preclinical model
(where the tumor was initially localized in the
muscular soft tissues). This study also validat-
ed our different preclinical models of osteo-
sarcoma as being representative of the mi-
croenvironment for the study of resistance to
chemotherapy.
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Discussion

Mode¢le de bons et mauvais répondeurs

Notre travail a permis de montrer que le site d’implantation tumoral dans le modcle
murin d’étude influencait la réponse histologique a la chimiothérapie. En effet une bonne
réponse thérapeutique a la Doxorubicine en site intra-osseux a été observée avec une faible
dispersion des résultats. Par rapport au site d’injection para-tibial ces souris peuvent étre
considérées comme un modele de bons répondeurs, avec une cinétique tumorale plus lente et une

nécrose tumorale plus importante (Figure 38).
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Figure 38 : A : Evolution des cinétiques tumorales en pourcentage du volume contrdle, issue de expérience
précédente, * : p <0,05 ; B : Modéles d’injection paratibial et intra-osseux..
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L’injection en site para-tibial, dans les masses musculaires aprés avivement périosté, objectivait

une réponse thérapeutique significativement inférieure, témoin de possibles mécanismes de

résistance.

Validation de Pexpérience

Cette constatation de meilleure réponse a pu étre confirmée au laboratoire PhyOs dans
plusieurs expériences, notamment sur souris Nude, mais également dans le cadre du travail de
Master 2 de Pierre Kubicek (Figure 39). Nous retrouvions donc une reproductibilité de ce

différentiel de réponse a la Doxorubicine (Kubicek, 2018).

A 1500~

.
.-E ! -~ Intra-osseux contréle n=9
E o % ! ~#- Intra-osseux doxorubicine n=10
=& 50
oS 1000 31
o wn
S : |
S i
g oy
s 5004 5 !
o @ '
E >
ik i
g '

04

0 10 20 30 40 50
Jours aprés injection

1500+ -~ Para-tibial contrdle n=10

E Para-tibial doxorubicine n=9
E3 '
e Q
22 10004 i
8B % |
T3 21
T '
2, 5004 i
gz 5 =4 *ns
g 4 :
o 1
3 _— =
0"'—“ T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Jours aprés injection

Figure 39 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens en fonction du traitement par
Doxorubicine, selon le modéle syngénique MOS-J murin C57BL/6. A : Modéle d’injection intra-osseux ; B :
Modele d’injection para-tibial, * : [ 0,05 ; 0,01] ; s : non significatif, (Kubicek, 2018).
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Critiques et limites de I’étude :
Modéle murin
Notre modele préclinique est développé sur un modele murin syngénique MOS-J, avec les

limites inhérentes a l’utilisation d’'un modéle animal.

Son caractere microscopique le différencie aussi des ostéosarcomes humains, qui seraient plus
hétérogenes. Enfin la nécrose tumorale induite dans notre modele est beaucoup plus limitée que
celle évaluée chez ’homme, qui est traité par polychimiothérapie.
Les conclusions quant au transfert de nos résultats a ’'homme doivent donc étre formulées avec

précaution.

Nous avions initialement développé un modele en site d’injection sous-cutané qui s’est révélé peu
reproductible et que nous avons abandonné. En revanche des travaux complémentaires sur des
injections intramusculaires pures, a distance de ’os ont montré des résultats intéressants avec une
trés forte chimiosensibilité a la Doxorubicine, permettant d’élargir le panel de modeles avec des

réponses variables (Kubicek, 2018).

Analyse rétrospective
Concernant P'analyse rétrospective histologique sur biopsies de patients, nous n’avons pas
identifié de lien significatif entre la localisation des cellules tumorales viables, ou le caractere focal

ou diffus de celles-ci, et la survie des patients.

Ce travail bien que techniquement réalisable, est particuliecrement chronophage, et la relecture
compléte des lames implique une certaine part de subjectivité. Il était dans certains cas impossible
de discerner des colonies bien identifiées de par I'étendue et la faible densité des cellules ostéo-
sarcomateuses chez certains patients. Dans ces cas-la nous avons opté pour la formulation d’un

« caractere diffus » des cellules tumorales.
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On peut imaginer que les mécanismes de résistance aux traitements et de tumorigenese different
entre ces colonies focales trés circonscrites de haute cellularité, et ces configurations beaucoup
plus éparses et diffuses. Des analyses complémentaires sur ce point précis seraient intéressantes a
réaliser. La difficulté de la poursuite d’un travail d’envergure sur cet axe rétrospectif réside dans
I'absence d’informations systématisées quant a la localisation précise de colonies tumorales
viables dans un tissu spécifique sur le compte rendu d’anatomopathologie. Ceci sous-entend une
relecture systématique des lames d’une cohorte, ce qui implique un travail d’analyse conséquent.
L’intégration d’informations relatives a la localisation et la densité des cellules viables au compte
rendu anatomopathologique systématisé pourrait permettre un recueil prospectif de ces données.

Mais I'intérét d’une telle proposition reste encore a démontret.

Travaux complémentaires et perspectives

Une fois la validation de nos modeéles avec des réponses variables a la chimiothérapie
identifiées, nous avons cherché a identifier les facteurs mis en jeu au niveau du
microenvironnement pouvant expliquer ce phénomene. Le premier aspect exploré fut étudié par

Pierre Kubicek dans le cadre son Master 2 et a porté sur la résorption osseuse (Kubicek, 2018).

L’axe de Ia résorption osseuse et I'ostéogénése

L’impact de l'expression de la triade RANK-RANK L-OPG a été étudié dans le
laboratoire PhyOS, pour évaluer si I'expression de RANKL pouvait étre un facteur prédictif de

réponse a la chimiothérapie (Figure 40).
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foyenne du nombre de cellule fixée par RANKL

Figure 40 : IHC de RANKL. Spot d’un TMA issu de biopsie a Zoom x68. L.a coloration marron correspond a un
marquage positif pour 'anticorps RANKL, (Kubicek, 2018).

Une analyse préclinique et sur picces anatomopathologiques a été réalisée, mais aucune
différence d’expression significative n’a pu étre mis en évidence, 'analyse de RANKL s’est donc

révélée peu concluante (Figure 41).
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Figure 41 : Evaluation de 1'expression de RANKL. A : IHC de RANKL sur modele murin. Pas de différence
significative entre les 3 modeles avec respectivement une moyenne de 4 cellules marquées dans le modele intra-
osseux, 5,3 dans le modecle intra-musculaire et 4,4 dans le modele intra-osseux. B : Score d’immunomarquage
Immuno-reactive score (IRS) de RANKL sur cohorte rétrospective (27 patients). BR : Bon Répondeurs, MR :
Mauvais Répondeurs, ns : non significatif, (Kubicek, 2018).
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Selon notre hypothése de départ et les données de la littérature, nous pouvions estimer
qu’en tant que facteur prédictif de réponse a la chimiothérapie, le taux d’expression de RANKL
serait plus élevé dans les modéles chimio-résistants. Ce résultat peut étre expliqué par le faible
effectif analysé (2 souris par modele) mais également par la complexité de réalisation et

d’évaluation de cette IHC (Kubicek 2018).

Modéles complémentaires

Lors de Iétude de 'axe RANK-RANKI, un modéle d’injection intra-musculaire a été
développé par Kubicek en 2018. Ce modéle ne se comporte pas comme le modele paratibial avec
avivement du périoste, et semble lui aussi présenter des particularités de bonne réponse a la

Doxorubicine, sur le méme modéle que I'injection en site intra-osseux (Figure 42).
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Figure 42 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens dans le mode¢le d’injection en site intra-
musculaire en fonction du traitement par Doxorubicine, selon le modéle syngénique MOS-] murin
C57BL/6. *** < 0,001 ; (Kubicek, 2018).

Ce type de modele d’injection au sein du tissu musculaire, devrait a Pavenir étre étudié dans nos

analyses d’THC, afin d’évaluer ces spécificités a distance du tissu osseux.
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Analyse de P’environnement vasculaire

Nous ne retrouvions pas dans notre étude de différence significative d’expression de
CD146 entre les différents environnements étudiés, la Doxorubicine ne semblait pas non plus
modifier significativement ’expression de marqueur.

Sur ce point, les travaux de P. Kubicek ont montré des résultats divergents sur des analyses
exploratoires de petits effectifs, avec significativement d’avantage d’éléments CD146+ dans le

modele induit en site para-tibial « mauvais répondeur » (Figure 43).
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Figure 43 : Analyse en IHC de ’angiogenc¢se selon le modele d’injection en condition contréle : nombre
d’éléments positifs pour un marquage avec 'anticorps anti-CD146 par unité de surface. 1O : intra-osseux ; IM :
intra-musculaire ; PT : paratibial, ; CT : Controle ; * [ 0,05 ; 0,01], (Kubicek, 2018).

L’analyse de 'angiogenese montrait dans ce travail une densité vasculaire plus importante
dans le mod¢le PT que dans les 2 autres modeles. Ce résultat constitue une hypothese selon
laquelle le microenvironnement vasculaire pourrait influer sur Ieffet de la chimiothérapie sur la

cinétique de croissance tumorale dans le modele para-tibial.
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L’exploration vasculaire apparaissait donc dans ce contexte une voie d’intérét a explorer. Une
méthodologie plus robuste en termes de nombre d’anticorps d’intérét, et de zones a étudier sera

nécessaire pour confirmer ou infirmer cette hypothese.
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Article original: Signature du microenvironnement tumoral
vasculaire en tant que marqueur de la réponse thérapeutique a la

Doxorubicine dans un modele préclinique d'ostéosarcome

SIGNATURE OF THE VASCULAR TUMOR
MICROENVIRONMENT AS A MARKER OF THERAPEUTIC
RESPONSE TO DOXORUBICIN IN A PRECLINICAL

MODEL OF OSTEOSARCOMA
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Présentation de Particle

Introduction :

Cette publication se place dans la continuité du travail publié en 2017 ou nous avions
identifié le réle du microenvironnement dans la réponse histologique a 'ostéosarcome (Crenn et
al., 2017).

Apres avoir évalué dans un premier temps le role potentiel de la triade RANK-RANKL-OPG sur
les phénomenes de réponse au traitement dans notre modele d’étude pré-clinique, nous avons
cherché a comprendre et a caractériser environnement et le réseau vasculaire de 'ostéosarcome
dans ce modgcle.

Cette vole nous semblait une des pistes de choix dans I'explication de potentiels facteurs de
résistance a la chimiothérapie, d’une part grace a des résultats préliminaires de Iétude de P.
Kubicek lors de son Master, mais aussi par des avancées récentes dans la description de la
vascularisation osseuse. Les spécificité des vaisseaux H et L identifiés par I'équipe d’Adams
(Kusumbe et al., 2014) et leurs roles combinés dans 'ostéogenese et I'angiogenese ont renforcé
notre hypothese.

Une analyse préliminaire centrée sur la micro-vascularisation de 'ostéosarcome nous a donc paru
un axe original d’intérét dans I’étude de son environnement. Les vaisseaux H étant des lieux
d’échange et de transit particulicrement actifs, ils correspondent au profil d’éléments qui
pourraient étre utilisés ou recrutés par les cellules d’ostéosarcome.

En plus du choix de approche en IHC centrée sur les marqueurs décrits dans des travaux de
référence (Sivaraj and Adams, 2016), nous avons souhaité appréhender au mieux ’hétérogénéité

tres forte de 'ostéosarcome, avec une méthodologie d’analyse régionale dédice.
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Principes et objectifs :

Nous avons donc cherché a analyser le réseau vasculaire de ostéosarcome par IHC dans
notre modele murin d’ostéosarcome MOS-]. Nous avons ainsi cherché a évaluer les spécificités
d’expression de marqueurs endothéliaux ou péricytaires, en fonction de lenvironnement
tissulaire. A cette fin, des coupes histologiques multiples et étagées ont ainsi été réalisées a partir
des tumeurs issues de modeles induits par la lignée MOS-], ainsi quune analyse des différentes

zones d'intérét, pouvant présenter des spécificités environnementales.

L’impact de la Doxorubicine sur ces marquages a été étudié et comparé a la condition controle.
Enfin, des co-marquages d’intérét ont été réalisés et quantifiés chez les souris traitées en fonction

du modele d’injection intra-osseux (bon répondeur), et para-tibial (mauvais répondeur).

Choix méthodologiques :

Nous avons ainsi sélectionné trois marqueurs d’intérét : CD31, Endomucine et a-SMA
dans le cadre de nos analyses en IHC. Celles-ci ont été réalisées sur les pattes de souris issues
d’expériences précédentes. Une mise au point méthodologique des différents marquages a pu étre
menée au sein du laboratoire par Jérome Amiaud, afin qu’ils puissent étre validés et transposés
sur du tissu décalcifi¢ de facon reproductible.

L’analyse différentielle de 'expression au sein de la tumeur de CD31, Endomucine et a-SMA a
été comparée entre la portion tumorale centrale, le front d’invasion et le contact osseux direct.
Nous avons analysé I'effet de la Doxorubicine sur Pexpression de ces marqueurs vasculaires.

Des analyses par multiplexing en Immunofluorescence ont été réalisées afin d’identifier les co-
marquages qui nous semblaient pertinents, notamment les éléments co-marqués par
CD31+/Endomucine+, par analogie aux vaisseaux H, ou les éléments CD31+/a-SMA+. Une
analyse qualitative complémentaire en imagerie confocale a la plate-forme MicroPicell a été

réalisée avec l'aide de Stéphanie Blandin, Steven Nedellec, et Philippe Hulin (SFR Francgois
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Bonamy, Nantes). Enfin nous avons tenté d’identifier d’éventuelles différences de positivité de
ces co-marquages chez les souris traitées par Doxorubicine en fonction du site d’injection para-
tibial ou intra-osseux, afin d’étudier si nous observions des modifications selon la

chimiosensibilité du modéle.
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Abstract: Predicting a response of osteosarcoma patients to chemotherapy, such as doxorubicin or
high-dose methotrexate cocktail, remains a challenge in the clinic. Moreover, the prognostic value of
currently used necrosis analysis is debatable. New markers of the therapeutic response or the
prognostic response are urgently needed. The microenvironment plays a key role in the vascularization
of highly heterogeneous tumors. Using the syngeneic MOS-J mouse model of osteosarcoma, We
focused our study on the immunohistochemistry of tumor vascularization in order to identify new vessel
markers, and to search for potential markers of the therapeutic response. Endomucin+, CD31+, and a-
SMA+-positive elements were quantified in control (n=6) and doxorubicin-treated (n=6) mice in three
different intra-tumor locations. We also used co-labeling to assess CD31+/Endomucin+ and CD31+/a-
SMA+ co-expression. We identified a central tumor zone with a low vascularization profile for all of
these markers. We identified two distinct types of vessels: CD31+/Endomucin+ vessels with a
sprouting, neo-angiogenic, interlaced appearance, and CD31+/a-SMA+ vessel with a well-defined,
mature structure. Doxorubicin appeared to reduce CD31+ expression in the tumor invasion front. In the
doxorubicin-sensitive model, there were four times more CD31+/a-SMA+ elements than in the poorly
responsive model. Therefore, we propose a methodology based on immunohistochemistry and
multiplexed immunofluorescence to use endomucin as a promising new vascular marker in the
osteosarcoma model. Moreover, our results suggest that CD31+/a-SMA+ vessels could be considered
to be indicators of vasculature normalization and they may be used as specific markers of a good

therapeutic response.

Keywords: Osteosarcoma, microenvironment, vascularization, chemotherapy, CD31, endomucin, a-

SMA, immunohistochemistry, inmunofluorescence, multiplexing
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Introduction

Osteosarcomas (OS), which are derived from mesenchymal bone cells, represent the most common
type of malignant primary bone tumor. The annual incidence of osteosarcoma in the general population is
5 cases per million (1). This tumor type has several histological subtypes (2) (osteoblast, chondroblast,
telangiectasia, etc.), as well as a high degree of intratumor histological heterogeneity (3,4). The prognostic
factors for long-term survival described in the literature comprise the location and the size of the tumor,
the presence of metastases, the response to chemotherapy determined by the Huvos and Rosen score,
as well as on the quality of the tumor resection (5—7). Polychemotherapy, before and after carcinologic
surgery, is the treatment of choice and associates different drug cocktails depending on the patient’s age
(high-dose methotrexate, doxorubicin, ifosfamide, cisplatin, etc.) (8). Despite these protocols, OS survival
rates have not improved for approximately 40 years, with a 5-year survival of approximately 75% for
localized forms and 25% for metastatic disease (9). Moreover, 25% of the patients who respond well to

chemotherapy as estimated by the Huvos/Rosen score relapse (10).

Using a preclinical model of OS, we previously demonstrated the tumor environment can play a role
in the response to chemotherapy (11). In the syngeneic MOS-J mouse model, we observed a better anti-
tumor response to doxorubicin chemotherapy when the tumor was located at an intraosseous site,
whereas the tumors appeared to be refractory to the drug when they developed in paratibial areas in close
contact with the periosteum and soft tissues. This result was linked to a clinical hypothesis: patients have
a good or poor response to chemotherapy depending on the tumor localization in soft or bone tissue
extensions. As doxorubicin is a key treatment of OS for patients over the age of 18, understanding and
identifying good response predictors seems crucial. This difference in the therapeutic response according
to the environmental context is a key factor in the mechanisms of resistance in clinical oncology. Several
aspects of the microenvironment have been reported: the role of immunity and inflammation, supporting
tissue, and vascularization. The bone microenvironment is indeed highly specialized, with a complex and

dynamic environment involving different components: bone cells (osteoclasts, osteoblasts, osteocytes),
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stromal cells (MSCs, fibroblasts), immune cells (macrophages, lymphocytes), mineralized extracellular

matrix (ECM), and vascular cells (endothelial cells and pericytes) (12).

The tumor vasculature is largely determined by angiogenesis. This process is a hallmark of cancer,
and the angiogenic switch is one of the main underlying factors of tumor growth (13). Compared to the
normal vasculature, the tumor vascular network is rather immature and dysfunctional. Therefore, it
impacts the microenvironment, resulting in hypoxia, acidosis, and glucose starvation, as well as
decreasing immune cell infiltration and activity, all of which enable cancer progression, metastasis, and
drug resistance. Poor perfusion and an immature tumor vasculature prevent drugs from reaching tumor
cells at a lethal concentration (14). The distribution of chemotherapy drugs in tumor tissues depends on
the plasma pharmacokinetics, but the abnormal architecture and functionality of the tumor vessels do not
allow optimal distribution of chemotherapeutic agents (15). These considerations lead to a double-edged
sword in therapies when addressing the tumor vasculature: on one hand, blocking neo-vascularization
with anti-angiogenic agents to limit tumor expansion, and, on the other hand, preserving functional vessels

to deliver drugs in direct contact with the tumor (16).

The vasculature of normal bone during growth has recently been described by Adams’s team (17-19),
with the characterization of endomucin+ CD31+ type-H vessels in the metaphysis in contact with
osteoprogenitors, and type L vessels in the diaphysis. Regarding OS, a detailed characterization of the
tumor vascular compartment is lacking and it remains largely unexplored. Drug distribution to the tumor
can be considered to be an important factor in poor responses to chemotherapy (15). There is, therefore a
need to focus on OS vascularization. In this context, we analyzed the vascular network of the OS
environment in the syngeneic MOS-J orthotopic mouse model of OS, with and without treatment with the
chemotherapeutic drug doxorubicin. We examined different areas (invasion front, direct bone contact, and
tumor center) in order to refine the analysis of the vascularization architecture according to the geography
and to take into account the high degree of heterogeneity of the tumor. We studied expression of the
vascular markers CD31, endomucin, and a-SMA by IHC staining. We then studied the distribution of

CD31+/Endomucin+ and CD31+/a-SMA+ elements by immunofluorescence multiplexing. We also
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hypothesized that the tumor vascular signature could be modified by exposure to doxorubicin and that it

can also be an indicator of the response to chemotherapy, discriminating good versus poor responders.

Materials and Methods

Cell culture:

The murine MOS-J osteosarcoma cell line was developed from a spontaneous OS in the C57BL/6J
mouse strain. All of the experiments were performed under sterile conditions using a vertical laminar flow
hood (PSM Securiplus, Astec, France). The cells were grown in 25, 75, or 175 cm? flasks (Falcon™,
Becton Dickinson Labware, NJ, USA) in RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, BioWhittaker,
Verviers, Belgium) culture medium supplemented with 5% FCS (Fetal Calf Serum, HyClone™, Perbio,
Vigneux, France). Plates were seeded at a density of 10* cellsicm? and were then incubated in a
saturated-humidity atmosphere containing 5% CO, at 37 °C. For subculturing, the cells were detached at
confluence with a solution of trypsin-EDTA [BioWhittaker, Trypsin: 05 g/L; EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid): 0.5 g/L]. The trypsin was neutralized by adding FCS (10% in the culture
medium) and the cells were then centrifuged at 1,600 rpm for 5 minutes. Cell counts were performed
using a Malassez chamber. When cell amplification was required for in vivo experiments, the MOS-J cells
were detached when they were 70-80% confluent in order to achieve optimal comparable growth rates

from one procedure to the next.

Murine Model:

The animal experiments were carried out at the Experimental Therapeutics Unit (Nantes Medical
School; accreditation number D-44045) in accordance with protocols approved by the Regional

Committee for Ethics in Animal Experimentation (ECAE n° 6) and the Department of Agriculture, under the

124



direction of the investigators authorized to perform the experiments. Four-week-old male C57BL/6J mice
bred by Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) were used. For each experiment, one week of
adaptation of the animals to the environment was necessary before starting the procedure. MOS-J tumor
cells were injected into various sites according to the template. All of the tumor cell injections were
performed under general anesthesia (isoflurane 1.5% with air at 1 L/min) after disinfection with Betadine.
All of the injections were performed within one hour of having harvested the cells. Preliminary experiments

were performed to determine the optimal cell number to achieve reproducible kinetics and optimal growth.

Paratibial and intraosseous injections of MOS-J tumor cells were performed as described previously (11).
Briefly, for paratibial injection: 3.10° MOS-J cells were injected percutaneously into the middle diaphyseal
tibia after periosteal denudation. Intraosseous injections were performed after a sub-centimetric inferio-
lateral incision of the tibial tuberosity in order to expose the bone: the cortical bone was pierced with a
needle by a rotational movement and then 3.10° MOS-J cells were injected. Doxorubicin treatment was
initiated when the average tumor volume in one group exceeded 100 mm?® as describe in the literature
(11,20,21). The intravenous injections were all performed biweekly in 50 pl of PBS with a solution of

doxorubicin 4 mg/kg. The control group received injections of 50 pl PBS.

Histological characterization:

Murine osteosarcoma models and sectioning

Three samples (from a group of six mice with median tumor volume) for each of the four groups were
included in the study. The specimens were fixed in 4% formaldehyde for 24 hours, dissected, fixed
another day at 4 °C and decalcified in 4.13% EDTA, 0.2% paraformaldehyde, in 1X PBS buffer (pH 7.4)
for 10 to 15 days at 50 °C in a KOS microwave tissue processor (Milestone, MI, USA). The decalcified
samples were then dehydrated by immersion in graded ethanol baths, cleared with 2-butanol, and
embedded in paraffin. Ten serial 5-um thick sections were cut from each sample at four levels separated

by 250 um in order to account for the tumor heterogeneity. The three first sections (sections 4-6) were
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immunostained for a-SMA, endomucin, and CD31 markers, while section 3 was triple-immunostained for

CD31 and both endomucin and a-SMA markers.

Chromogenic immunohistochemistry

The sections were deparaffinized and subjected to 20 h of antigen retrieval in Tris-EDTA buffer (1
mM Tris, 0.5 mM EDTA, pH 9.0) at 60 °C. The endogenous peroxidase activity was then blocked by
incubating the sections with 3% H,0,, and non-specific binding was blocked with 2% normal donkey
serum and 1% BSA in 1X Tris-buffered saline with 0.05% Tween 20, pH 7.4. Sections 4 to 6 of each of the
four levels were then immunostained for CD31 (section 4), endomucin (section 5), and a-SMA (section 6),
respectively. Briefly, after blocking, the sections were incubated for one hour at room temperature with
rabbit ant-CD31 antibody (1:50; Abcam, ab28364), rat anti-endomucin antibody (1:50; Abcam, ab106100),
and mouse anti-M-SMA antibody (1:3,000; R&D Systems, MAB1420). Inmune complexes were visualized
by the conventional ABC method using biotinylated donkey anti-rat (Jackson InmunoResearch, 712-065-
153), or donkey anti-mouse (Jackson ImmunoResearch, 715-065-151), or donkey anti-rabbit (Jackson
ImmunoResearch, 711-065-152) secondary antibodies for 45 min followed by incubation with HRP
(horseradish peroxidase)-streptavidin (Agilent, P0397) for another 45 min at room temperature. After
staining with DAB liquid QUANTO substrate (MM France, F/TA-125-QHDX), the sections were
counterstained with Gill-2 hematoxylin, dehydrated, cleared, and mounted with PERTEX® mounting

medium (MM France, F/00811) and covered with a coverslip.

Triple-color immunofluorescence histochemistry

As for the chromogenic immunohistochemistry procedure, the sections were deparaffinized,
subjected to 20 h of antigen retrieval in Tris-EDTA buffer (1 mM Tris, 0.5 mM EDTA, pH 9.0) at 60 °C, and
blocked with 2% normal donkey serum and 1% BSA in 1X Tris-buffered saline with 0.05% Tween 20, pH

7.4, to reduce non-specific binding. Sections 3 were immunostained with both rabbit anti-CD31 (1:40), rat
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anti-endomucin (1:50), and mouse anti-a-SMA (1:1,000) antibodies for an hour at room temperature. After
three washes in 1X TBS-Tween 0.05%, pH 7.4, the following secondary antibodies were applied for
another hour: Alexa Fluor® 488-conjugated donkey anti-rabbit (1:200; Jackson ImmunoResearch 711-
545-152), biotinylated donkey anti-rat (1:200; Jackson ImmunoResearch 712-065-153), and Alexa Fluor®
647-conjugated donkey anti-mouse (1:200; Jackson ImmunoResearch 715-605-150). Finally, the sections
were incubated with Cy3-conjugated streptavidin (1:400; Jackson ImmunoResearch 016-160-084) for one
hour, and the nuclei were counterstained with DAPI (1:1,000; Thermo Fisher Scientific, D1306) and
mounted with ProLong™ Gold Antifade reagent (Thermo Fisher Scientific, P36930) and covered with a

coverslip.

Imaging and histomorphometry

Confocal images were obtained by using a Nikon Al N-SIM confocal microscope and subsequently
treated by smoothing and noise reduction of each channel, followed by a Z-projection treatment using

Imaged software (22).

All of the histomorphometric analyses were conducted on scans of the immunostained sections.
Acquisitions of sections 4-7 were made with a NanoZoomer Slide Scanner (Hamamatsu, Japan), and the
images were then saved using NDP viewer software (Hamamatsu, version 2.2.6) at 5x magnification and
exported at 10x using tiff format and analyzed with Imaged software. Each of the chromogenically
immunostained sections was individually analyzed on three specific regions of interest (ROI): one was
defined by a representative 0.5-mm thick ROI for which the tumor tissue was along the bone; the other
was a full representative picture of the core of the tumor; the last one was defined by a representative 0.5-
mm thick ROI that contained the tumor invasion front. All of the analyses were carried out on each of the
four levels of all of the samples. Briefly, the images were subjected to color deconvolution using the ‘H-
DAB’ vector (23), thresholded, and non-specific noise was reduced. The results are presented as the

mean value for each compartment of the number of positive elements per square millimeter.
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For the triple-immunostained sections (section 3), the analysis was achieved using two levels that
were considered, according to the results of those that had been obtained with the chromogenically
immunostained sections, to be enough to yield consistent values. Quantification of the CD31+/a-SMA+
(mature vessels) and the CD31+/Endomucin+ (sinusoidal vessels) elements was carried out using a
virtual microscope (NDP viewer) at a selected magnification of 20x on a representative field of 0.366 mm?2.
Double-positive vessels were counted in the same manner as described above in the different
compartments by selecting the two fluorochrome channels corresponding to the two markers of interest.
The results are presented as the mean value of each level of each sample of double-positive elements per

square millimeter.

Statistical Analysis:

The data were collected and analyzed using GraphPad Prism 7 software. Analysis of the results of
the in vivo experiments between more than two distinct populations was performed by one-way (only one
condition tested) or two-way (two conditions tested) tests by applying the correction of the Sidak test for
multiple comparisons. When two distinct groups were compared, we used the t-test with the Holm-Sidak
correction method for multiple comparisons. The standard deviations are shown as numbers. The alpha

risk for all these tests was set at 5%, with a significance of p < 0.05.

Results

Effect of doxorubicin on the vascular signature in the OS mouse model

Validation of the effects of doxorubicin on primary tumor growth

We determined the effect of doxorubicin on tumor growth in the OS MOS-J mouse model,

irrespective of the site of tumor initiation. Administration of doxorubicin started on Day 12 after tumor cell
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injection (Figure 1). As shown in Figure 1, no significant difference was observed for up to 26 days
between the doxorubicin-treated and non-treated groups, although tumor volumes significantly decreased
in the treated groups compared to the non-treated groups at 26 and 28 days (mean of the difference at 26
days: 196.2 mm?®, 95% ClI [70.82 to 321.5], p < 0.001, at 28 days: 293.9 mm?®, 95% ClI [168.6 to 419.3],

p < 0.001) (Student’s multiple t-tests).

800-
- Control (n=6)

-®— Doxorubicin 4 mg/kg (n=6)

600~

Doxorubicin Injections
v v Vv v Vv

“o o o] 8 12 18 19 22 26 (28| Days

| Tumor injection

Tumor collection
Histological Analysis

,
Mean tumor volume

0 10 20 30
Days

Figure 1. Effects of doxorubicin on MOS-J tumor growth. Injections of 4 mg/kg doxorubicin started at
D12 and were repeated every 2 or 3 days. The tumor volumes were measured and expressed in mm>. The
results are expressed as means + the SD. n=6 in each group. Student's multiple t-tests. Threshold of

significance: p **: < 0.001.

Vascular markers in OS tumors in non-treated mice

We analyzed the vascular markers in the non-treated OS tumors. The selected markers were
CD31, an endothelial marker; endomucin, which is expressed more specifically in high endothelial venules
and in H-type vessels in bone; and a-SMA, which is a mural cell (pericyte and vascular smooth muscle
cell) marker (17,18,24). We decided to analyze CD31-positive (CD31+) and endomucin-positive

(Endomucin+) elements, as they represent key endothelial structures of bone vasculature (17,18). a-SMA

129



positive (a-SMA+) staining was also chosen as it is linked to L-type vessels, which have been described in
detail in the vascularization of bone (17,19,25). o-SMA+ is a well-known marker of vascular maturity, with

pericyte coverage of endothelial structures (25-27).

Our analysis aimed to integrate the cellular and the architectural features specific to bone tumors, and we,
therefore, defined three geographic tumor areas in our study: the bone contact area with its periosteum,
which is a niche for stem cells and vascularization (28-30) near the osteoblastic and osteoclastic
activities; the invasion front, with potential leader cell phenotypes and highly proliferative capacities in
direct contact with soft tissue (31,32); and the tumor center, which usually represents most of the necrotic
area, with ischemic and metabolic features that are potential barriers for drug spread (11) (Figure 2A).
Analysis of the vascular markers according to the different areas showed that endomucin+ elements/mm?
were more abundant in the bone contact region compared to the lesion center (Figure 2B) (237.70 + 77.58
vs. 130.20 + 20.83, respectively, p =0.017). More CD31+ elements/mm? (136.50 + 44.61 vs.
357.1 £ 180.97, p =0.002) and more o-SMA+ elements (90.32 £57.74 vs. 256.30 + 92.31, p = 0.029)

were detected in the invasion front compared to the lesion center.

Expression of the vascular markers in OS tumors of doxorubicin-treated mice

In order to determine whether doxorubicin exposure could have an impact on the expression of
vascular markers, we performed the same analysis on tumors from mice treated with doxorubicin. A
significant decrease in CD31+ elements was observed in the invasion front (357.1 £ 73.88 elements/mm?
in the control group vs. 125.2 + 22.95 in the treated group, (p = 0.031)), but not in the center nor in the
bones of either group. There was also no significant difference in the number of endomucin+ or a-SMA+

elements between the control and the treated groups (Figure 2C).

Altogether, these results suggest that doxorubicin treatment is associated with a lower number of CD31+

elements in the invasion front of the tumor.
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Figure 2. Vascular signature in the OS model determined by IHC staining. A: Expression of endomucin in
distinct tumor areas (Front: invasion front; Bone: bone contact; Center: lesion center) evaluated by IHC staining.
Image of an entire mouse leg (10x magnification; control group), the scale bar = 1 mm; B: Histological analysis of
endomucin, CD31, and a-SMA vascular markers in the control group. One-way ANOVA analysis, Thresholds of
significance: *: [0.05; 0.01], **: [0.01; 0.001]; C: Effects of doxorubicin on the vascular signature in the selected
tumor areas (Front: invasion front; Bone: bone contact; Center: lesion center). Box-plot with the minimal and the
maximal values. The mean value is indicated by a dot. Two-way ANOVA analysis, Thresholds of significance: *:
[0.05; 0.01], **: [0.01; 0.001].

Analysis of the vascular network in tumors of non-treated and doxorubicin-treated mice

In order to obtain a more comprehensive view of the vascular network, we performed a
multiplexed analysis to determine the CD31+/Endomucin+ and the CD31+/a-SMA+ elements, which are

indicators of bone H-type vessels and mature vessels, respectively.

Confocal microscopy imaging (Figure 3) allowed for higher magnification and more precise visualization of
the morphology of the CD31+/Endomucin+ and the CD31+/a-SMA+ elements presented in Figure 4.
Overall, the CD31+/a-SMA+ elements were well-defined, with a CD31+ endothelial inner part, and an a-
SMA+ extemal mural/pericyte wall. They exhibited a structured and straight architecture, with a sizeable
diameter, and they resembled mature vessels. On the other hand, the CD31+/Endomucin+ elements were
much more sinusoidal, with a more serpiginous and unorganized structure. They also had a smaller

diameter and they resembled immature sinusoidal vessels.
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CD31+/a-SMA+ CD31+/Endomucin+
Vessels Vessels

Figure 3: Confocal analysis of CD31+/a-SMA+ and CD31+/Endomucin+ co-staining in a control center lesion. A:
CD31+/ a-SMA+ elements. B: CD31+/Endomucin+ elements. The images are Z-stack projections at 63x

magnification, the scale bars = 20 um. DAPI: nuclear staining.

In the control group, more CD31+/a-SMA+ vessels were observed in the invasion front compared to the
lesion center ((6.30 + 2.16 elements/field vs. 2.08 + 0.77 elementsffield, respectively, p =0.034) (Figure
4A). No significant differences were observed between the control and the doxorubicin-treated groups in
the terms of the distribution of CD31+/Endomucin+ and the CD31+/a-SMA+ elements between the three

different defined areas (Figure 4B).
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Figure 4: Vascular signature in the OS model determined by immunofluorescence double-staining of
CD31+/Endomucin+ and CD31+/a-SMA+. Quantification of CD31+/Endomucin+ and CD31/a-SMA
elements/field in defined tumor areas (center, front, bone) A: in the control group. B: in the control and the
doxorubicin-treated group. Quantification was defined as elements/field at 20x magnification (lesion center,
invasion front, and bone contact). Box-plot with the minimal and the maximal values, the mean value is indicated

by a dot. Threshold of significance: p <: 0.01.

Impact of the initial site of the tumor development on the vascular signature in treated mice

We then investigated whether the site of initiation of the tumor, namely paratibial vs. intraosseous,
could impact the vascular signature of doxorubicin-exposed mice. To do so, we dichotomized the animal
groups depending on their site of tumor injection. Analysis of the CD31+/a-SMA+ staining revealed that
more CD31+/a-SMA+ elements were present in the treated tumors in the intraosseous model compared to
the paratibial model ((5.52 + 3.23 elements/field vs. 1.27 + 0.59, respectively, p = 0.044, unpaired one-

sided t-test) (Figure 5A and B).
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Figure 5: A: Vessel co-staining by immunofluorescence multiplexed for CD31+/a-SMA+ (20x
maghnification), the scale bar = 100 uym. Images of control and doxorubicin-treated tumors for the paratibial
and the intraosseous models. B: Histological analysis of doxorubicin-treated mouse vessels visualized by
multiplexed CD31+/a-SMA+ immunofluorescence co-staining for the paratibial and intraosseous models.
Quantification of elements/field at 20x magnification in the tumor center. Box-plot with the minimal and the
maximal values, the mean value is indicated by a dot. Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01]. Unpaired t-
test one-sided. C: Increase in the average osteosarcoma volume in mice treated with doxorubicin (4
mg/kg), depending on the tumor initiation site (PT: Paratibial; 10: Intraosseous). The treatment was
introduced at D12. Thresholds of significance: *: [0.05; 0.01], **: [0.01; 0.001], **: <0.001. Student's

multiple t-tests.

In regard to the tumor response to doxorubicin, significant differences were observed at Day 22, 26, and
28 depending on the tumor injection site (Figure 5C). In the intraosseous model, a better response to
chemotherapy was observed compared to the paratibial model, with a mean volume difference of 222.83
mm®at Day 28 (156.00 mm® + 10.39 vs. 378.83 mm® + 139.56, t-test; p < 0.001, Student's multiple t-tests).
This analysis suggests that there were more CD31+/a-SMA+ mature vessels in the center of the tumors
that responded well to doxorubicin in the intraosseous group, thus highlighting a vascular profile

associated with a better response to chemotherapy.
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Discussion

One of the most critical limitations in OS treatment is the high rate of relapse following a poor
response to chemotherapy (8). Predicting how each patient will respond to a specific chemotherapy
regimen is a real challenge, and identifying factors predictive of a good response to better adjust
chemotherapy protocols and improve OS survival rates remains an intensive field of research. Using a
syngeneic mouse model of OS, we previously showed that the response to doxorubicin varies according
to the site of tumor initiation (11). The complexity of the bone tumor microenvironment could explain these
differences. Although still poorly explored in OS, the vascular component is important as, aside from being
a key factor for drug distribution (14,33), it may also vary greatly depending on tumor angiogenesis and
the nature of the tissue (17,19,34). Furthermore, general and local treatments are thought to interact with
the tumor and its environment, leading to a remodeling of the vascular system and eventually a
normalization of the distribution and maturity of the vessels, thus improving drug distribution by a virtuous

cycle (14,35).

This study aimed to characterize the vascular environment in OS bone tumors and the effects of
chemotherapy. Previously described in normal bone, we explored for the first time the expression of
endomucin as a new vascular marker in bone tumor OS. Endomucin is an important endothelial marker in
bone as it is highly co-expressed with CD31 in H-type vessels, which have been identified in various bone
tissue locations such as the metaphysis near the growth plate and the endosteum. In normal growing
bone, these vessels are responsible for mediating growth of the bone vasculature, maintaining
perivascular osteoprogenitors, and coupling angiogenesis to osteogenesis (17,36). In the present study,
we found that endomucin is also expressed in the syngeneic MOS-J model of OS, with fewer elements in
the center of the lesion than in the area in contact with the bone. This is in agreement with the previous
identification of abundant endomucin-positive elements in contact with active areas of bone remodeling

(17-19).

A more detailed exploration of the vascular environment according to tumor territories was achieved by

combining the endothelial markers endomucin and CD31 with the mural/pericyte marker a-SMA through a
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novel approach involving fluorescent multiplex immunohistochemistry. CD31/a-SMA-positive elements
were significantly more abundant in the invasion front compared to the center of the tumor, in agreement
with simple IHC staining showing an increase in CD31+ and a-SMA+ elements in this area. The confocal
analysis highlighted the microvessel architecture and network organization. The CD31+/a-SMA+ elements
were generally well defined, with a CD31+ endothelial inner part and an a-SMA+ external pericyte wall.
These elements had a structured and straight architecture with a sizeable diameter and they are defined
as mature vessels in the literature (37). Pericytes support the structure and help stabilize blood vessels in
addition to stimulating basement membrane production, thereby improving vasculature stability and
permeability, which contribute to better tumor perfusion and hence the delivery of nutrients and 0, as well
as drugs and chemotherapy (38). Importantly, these vessels are more abundant in the invasion front of
tumors in mice, which is an area with a high degree of tumor cell proliferation and a high requirement for
O, and nutrients. In contrast, the CD31+/Endomucin+ vessels in MOS-J tumor mice were of a small
caliber, sinusoidal, and not continuous. These features are typical of angiogenic tumor microvessels,
which are tortuous, leaky, and not surrounded by pericytes, and hence exhibit poor perfusion. We suspect
that they have poor overall perfusion that resists blood flow and drug delivery in tumors. These functional
characteristics of the tumor vasculature contribute to an elevated tumor interstitial fluid pressure that
opposes diffusion and convection, which is the main form of transvascular transport of therapeutic agents
in tumors (37). These non-functional vessels may also underlie doxorubicin resistance mechanisms, as a
low degree of pericyte coverage may compromise vessel structure and functionality (39). These anarchic
vessels differ from the bulky and functional CD31+/aSMA+ vessels that can allow the diffusion of
doxorubicin. Such characterization of vascular elements according to CD31, endomucin, and a-SMA co-
staining have not been previously described in OS. Our methodology allowed us to clearly identify these
two types of elements in different areas of the tumors, namely CD31+/Endomucin+ sprouting vessels and

mature functional CD31+/a-SMA+ vessels.

Importantly, our results show that doxorubicin decreased the number of CD31+ elements present
in the invasive front, without affecting the a-SMA- or endomucin-positive elements or the double-CD31/a-
SMA-positive elements. It could illustrate a vascular pruning effect of doxorubicin, eliminating the most

immature and unfunctional vessels first (CD31+, endomucin- and a-SMA-negative) (14). Altogether, these

138



results show that doxorubicin did not affect the repartition of CD31/a-SMA and CD31/Endomucin elements
in the tumor areas. Thus, doxorubicin treatment does not appear to drastically alter the vascular signature

in MOS-J OS tumors.

Despite our small cohort, encouraging results were obtained by an initial dichotomization of the
animals between good responders to doxorubicin (intraosseous site of initiation) versus poor responders
(paratibial site of injection). Indeed, we found a significant difference in the CD31+/aSMA+ mature vessels
in the center part of the lesion, as they were four times more abundant in the good responding model
compared to the poor responders (11). This is in keeping with good tumor perfusion and drug delivery to
the tumors as a result of mature vessels. These results open important perspectives for exploration of the
vascular signature as a predictor of responses, which is a major current limitation for patients and

clinicians.

Despite our small sample number, our study suggests that the mature vessels defined as
CD31+/a-SMA+ elements, when they are present in the center of the lesion, may be considered to be
markers of a good therapeutic response to doxorubicin This hypothesis needs to be explored further by
analysis of a larger cohort and at the stage of tumor initiation using a dynamic approach. Analysis of
human bone biopsies should also be considered for this specific marker in order to determine its potential

as a predictor of a good response.

Our study is one of the first to specifically study the vascularization of OS by a multiplexed IF
approach using a mouse preclinical model. Our methodology appears to be suitable for analyzing
CD31+/a-SMA+ mature vessels with a pericyte coverage, as well as more immature CD31+/Endomucin+
sprouts of vascularization. Furthermore, this study opens new perspectives to more extensively explore

the vascular microenvironment in OS.
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Discussion

Cette premicre approche de 'environnement vasculaire dans ce travail est originale dans
le cadre de I'ostéosarcome.

Notre approche pilote s’est focalisée sur 3 marquages préférentiels : le CD31, 'a-SMA, et
I’endomucine, choisis dans la mesure ou ils offrent un panorama assez complet des composants
vasculaires : ils ciblent 'endothélium (CD31) mais également enveloppe péricytaire par I'a-SMA;
le marquage de ’endomucine a aussi été étudié pour sa présence dans les vaisseaux H et L, et
pour son caractere original encore non exploré dans la vascularisation de 'ostéosarcome. Nous
avons voulu illustrer et identifier les différences d’expression du réseau vasculaire de
lostéosarcome a deux différents niveaux :

- au niveau d'une méme tumeur, en utilisant des niveaux de coupes espacées de plusieurs
centaines de microns.

- au niveau de différentes régions, aux environnements et activités variables. Ce dernier
point nous semblait important pour tendre a une analyse la plus précise possible, tenant

compte de ’hétérogénéité intra-tumorale.

Au sein de la tumeur nous avons ainsi identifié plus d’éléments positifs pour le marquage a
I'endomucine au contact de I'os, en accord avec les données de la littérature (Figure 44) (Peng et
al., 2020). Nous ne retrouvions en revanche pas de différence significative en terme de co-
marquage CD31+/Endomucinet en immunofluorescence entre linterface os/tumeur et les
autres zones d’intérét.

Ieffet de la Doxorubicine analysé sur la répartition d’éléments vasculaires a mis en évidence une
modulation de marquage du CD31+, témoin de I'impact de la réponse thérapeutique sur la
vascularisation tumorale, avec une diminution du nombre d’éléments positifs pour le CD31 chez

les soutis traitées.
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L’analyse de Penvironnement vasculaire a ainsi permis d’identifier deux types de co-marquages,
pour deux types de vaisseaux, de morphologie, mais aussi de taille différente. Les vaisseaux
positifs pour CD31 et «-SMA (CD31+/a-SMA+), d’allure matures, fonctionnels, et de grand
diametre sont présents en faible quantité comparativement aux vaisseaux co-marqués par
I'endomucine et le CD31.

Ces derniers sont de petite taille, serpigineux et désorganisés, et sont observés en densité
importante. Ces vaisseaux pourraient correspondre a des médio-capillaires qui n’expriment pas
habituellement «-SMA, ils pourraient aussi étre associés a des mécanismes de néo-angiogencse
tumorale. D’autres analyses plus complétes, utilisant par exemple d’autres marqueurs sont
nécessaires sur ce point (NG2, desmine...). Des techniques d’immunofluorescence sur tissus
congelés permettraient également une analyse tridimensionnelle plus compléte du réseau
vasculaire et de ses intrications architecturales, avec une épaisseur de coupe supérieure.

Nos résultats montrent que les vaisseaux CD31+/aSMA+ sont d’avantage présents dans les
tumeurs traitées par Doxorubicine dans notre modecle intra-osseux de bonne réponse a la
chimiothérapie que dans le mod¢le para-tibial mauvais répondeur. Nous ne retrouvions pas de
différence dans les groupes controles avec ce co-marquage. Cette répartition pourrait étre témoin
d’un phénomene de normalisation vasculaire, avec une augmentation de la couverture pericytaire
en lien avec la bonne réponse a la chimiothérapie.

Pour le co-marquage CD31/Endomucine nous ne tretrouvions pas de différence d’expression

dans nos sous-groupes.

Critiques et limites
Malgré des résultats intéressants concernant exploration de 'environnement vasculaire

de l'ostéosarcome, notre étude souffre de plusieurs limites.
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Limite de Peffectif

Le faible effectif issu de blocs paraffinés d’une expérience précédente est un compromis.
Nous avons effectivement privilégié une approche sur une cohorte limitée dans le cadre de ces
travaux préliminaires, ce qui nous a permis d’identifier des tendances, mais aussi de valider la
méthodologie en IHC de notre analyse. Ces échantillons issus de travaux précédents ont autorisé

une exploration rapide de ces marquages.

Nous avons ainsi sélectionné 12 échantillons, issus de tumeurs de taille médiane, correspondant a
des sous-groupes exposés a la Doxorubicine comparativement a des animaux controles non
traités. Une seconde dichotomie existe au sein de cet effectif entre les modeles de «bons
répondeurs » (intra-osseux) et de « mauvais répondeurs » (para-tibial). Ce point doit aussi étre
noté, car nous avons dans notre analyse initiale du réseau vasculaire, mélangé nos modeles (intra-
osseux et para-tibial), afin d’obtenir une photographie sans a priori de la micro-vascularisation
osseuse tumorale. Ceci peut cependant biaiser nos résultats globaux du fait de spécificités

vasculaires propres a chaque modcle.

Nos analyses quantitatives en ’état sont donc sujettes a des fluctuations d’échantillonnage, mais
aussi a des biais. Nous avons tenté de les limiter en intra-échantillon par la multiplication des

niveaux de coupe espacés de plusieurs centaines de microns.

Des analyses sur un effectif plus élevé seraient souhaitables. On pourrait également proposer
d’ajouter a cette ¢tude le modele intramusculaire développé par P. Kubicek, qui lui aussi répond
trés bien a la chimiothérapie ; il faudra cependant veiller dans ce cas a développer des protocoles
de préparation des échantillons de coupe similaire, notamment en décalcification (Kubicek,

2018).
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Choix des marqueurs

Notre choix de marqueur est restrictif et peut limiter notre analyse; nous avons
également étudié le marquage CD146, dont les résultats étaient quasi-transposables a ceux du
CD31. Nous avons choisi de ne pas présenter ces résultats dans notre article, afin de ne pas
alourdir notre analyse par des données comparables. Nous avons ainsi préféré nous focaliser sur
le marqueur CD31 trés utilisé dans la littérature, et notamment dans les travaux d’Adams ez 4.

(Kusumbe et al., 2014; Sivaraj and Adams, 2010).

I1 est souhaitable que des marqueurs complémentaires soient aussi inclus dans la suite de I'analyse
afin de compléter et affiner cette cartographie de 'environnement vasculaire, son hétérogénéité et
sa maturité dans ostéosarcome, comme le NG2 qui est un marqueur péricytaire, ou la desmine

(présente sur les cellules musculaires lisses) qui peut étre utilisée chez ’homme.

Stade d’analyse des marqueurs

L’analyse des tumeurs a un stade évolué nous a permis de valider les différences de
cinétique tumorale et ainsi les différences de réponse a la chimiothérapie. Cependant cette analyse
tardive de la tumeur a un volume de plusieurs centaines de mm’, efface probablement des
spécificités tissulaires initiales du microenvironnement. Le processus de tumorigenése, a un stade

d’invasion avancé évolue dans des tissus moins nettement limités, trés remaniés.

Une analyse a un stade plus précoce du développement tumoral, lors de I'initiation de la tumeur,
encore bien limitée, permettrait sans doute de mieux identifier et comprendre les mécanismes
vasculaires spécifiques en jeu et les interactions aux environnements de nos modeles. L’analyse
d’une tumeur encore localisée strictement dans la cavité osseuse, ou dans la loge musculaire au

contact du périoste pourrait permettre une analyse plus contrastée de nos marquages.
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Analyse quantitative

Une des autres difficultés a laquelle nous avons été confrontés est la quantification en
IHC, mais également pour le multiplexing en immunofluorescence. En effet, les techniques
d’immunofluorescence posent le probleme du décompte d’éléments. I’THC permet de facilement
mettre au point des algorithmes d’analyse de « macros», avec un comptage automatisé, nous
avons utilisé Image] dans cette situation (Schneider et al., 2012). Des options de seuillage sont
utilisées afin de définir le niveau d’intensité de marquage d’intérét, ce qui implique néanmoins une
certaine subjectivité. Concernant les analyses en multiplexing, nous n’avions pas d’outil
automatisé mis au point, ainsi nous avons utilis¢ un comptage manuel d’éléments par champs,
comparable a un comptage de mitoses a un grossissement donné. Cette méthode peut étre
critiquée, car une certaine part de subjectivité entre en jeu. Le développement d’un outil de
comptage fiable est un point important afin d’obtenir des investigations quantitatives plus

rigoureuses pour des analyses statistiques.

Perspectives :

Malgré ces limites, notre travail ouvre des perspectives de travaux complémentaires sur
I'environnement vasculaire de l'ostéosarcome. Cet axe est encore peu exploré spécifiquement
dans 'ostéosarcome, alors qu’il parait étre une des clés des mécanismes de distribution et de
résistance aux traitements. Des outils pronostics semblent possibles dans ce contexte, ainsi que

de potentielles cibles thérapeutiques.

Des axes complémentaires sont déja prévus dans le cadre du Master 2 de Guillaume Tran en

2021-2022.
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Modéle préclinique
De fagon a confronter ou conforter nos résultats, il est nécessaire de réitérer nos analyses
en modifiant certains points, afin de garantir une meilleure compréhension de la micro-

vascularisation.

Une cohorte plus conséquente, dédiée a cette étude est nécessaire, en condition contrdle et sous
traitement par Doxorubicine, en utilisant toujours le modéle syngénique MOS-] qui est facile
d’utilisation, économique et reproductible (Joliat et al, 2002). A ce titre, le modele
intramusculaire, qui est un trés bon répondeur a la chimiothérapie pourrait étre un ajout
intéressant aux modeles intra-osseux et para-tibial, de fagon a disposer d’un panel de trois

modeles aux réponses thérapeutiques croissantes (Kubicek, 2018).

Si nous souhaitons étudier I'impact prédictif d’éléments vasculaires, tels que les vaisseaux
CD31+/a-SMA+ sur la réponse 2 la chimiothérapie, il est important d’estimer plus précocement
leur positivité. A ce titre une analyse plus précoce a plus faible volume tumoral permettrait
d’évaluer en condition controle la présence d’éléments vasculaires spécifiques en fonction du site
d’initiation tumoral. Une analyse dynamique de ces marquages est a prévoir, avec des analyses
fractionnées en fonction du temps, de facon a prendre en compte d’éventuelles évolutions du

microenvironnement vasculaire.

La fiabilité du comptage des éléments positifs pour les différents marquages doit également étre

améliorée, notamment par la mise au point d’une méthodologie de quantification reproductible.

Analyse sur biopsies humaines

Si les résultats précliniques se confirment, une analyse complémentaire sur échantillons
humains est nécessaire. La recherche de la présence d’éléments positifs pour le marquage de

I'endomucine, ou des co-marquages CD31+/a-SMA+, CD31+/Endomucine+ est envisageable.
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’examen d’une éventuelle corrélation entre la présence de ces marqueurs et la survie devra étre
réalisée. Le lien avec Papparition de métastases, ou la réponse histologique a la chimiothérapie
devra également étre étudié. Des travaux de mise au point des marquages utilisés dans notre
étude sont d’ailleurs en cours sur des biopsies de tumeurs d’ostéosarcome au laboratoire PhyOs

par une approche de marquage multiplexing Tyramide Signal Amplification.

Une analyse sur biopsie (TMAs) serait a privilégier du point de vue méthodologique dans un
premier temps. Du fait des méthodes de fixation spécifiques et agressives des picces d’exérese
tumorales opératoires, des difficultés sont a prévoir pour les analyses en IHC. Cependant il
faudrait idéalement évaluer le réseau vasculaire et ses spécificités sur la biopsie, puis sur la picce
de résection tumorale avec des analyses différenciées en fonction des zones tissulaires sur les

colonies cellulaires viables restantes.

es travaux permettraient de dégager de potentiels marqueurs pronostics qui pourraient s’ajouter
Ces t p tt t de dégager de potentiel q p tics qui p t s’ajout

a la batterie de test ’'THC décrite par Brouchet ¢z a/. (Gomez-Brouchet et al., 2017), et ainsi nous

guider vers des thérapeutiques personnalisées potentielles.
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Conclusion

L’absence de progrés majeur dans le traitement de 'ostéosarcome depuis de nombreuses
années encourage a ¢étendre lhorizon de recherche thérapeutique. IL’exploration du
microenvironnement tumoral dans ce contexte est devenu une nécessité. Il englobe 'ensemble
des interactions entre la tumeur et son hoéte, et ce, par de trées nombreux aspects. Son analyse
pourrait offrir les clés de la compréhension des mécanismes de résistance au traitement, mais
également de la tumorigenese ou du processus métastatique. Ainsi les interactions avec ’os mais
aussi la vascularisation sont cruciales pour la progression de I'ostéosarcome, et c’est dans ce

contexte que nous avons mené ce travail.

L’approche préclinique a permis de confirmer le role majeur de 'environnement tissulaire sur la
réponse a la chimiothérapie de I'ostéosarcome. De cette preuve de concept, nous tirons peu de
certitudes, mais des outils pour des explorations a venir. En effet notre modeéle de bon ou
mauvais répondeur par initiation en site intra-osseux et para-tibial, pourrait nous permettre de
comprendre et d’illustrer les mécanismes de réponse a la chimiothérapie mais aussi d’identifier

des facteurs prédictifs a cette réponse.

Sur ces bases, nous avons pu explorer 'impact de RANKL, mais surtout 'importance du réseau
vasculaire de l'ostéosarcome. En effet la micro-vascularisation a été peu étudiée dans
l'ostéosarcome jusqu’a présent. Les analyses en co-marquage de CD31+/a-SMA+, P'analyse de la
présence d’éléments positifs au marquage pour 'endomucine, ou la méthodologie de recueil par
zones tumorales sont a ce titre originales. Forts de nos expériences, des travaux complémentaires
vont étre réalisés afin de savoir si la forte expression d’éléments CD31+/a-SMA+ est un
véritable facteur pronostic en lien avec une chimiosensibilité augmentée a la Doxorubicine, ou si
elle est une conséquence indirecte d’'une bonne réponse a la chimiothérapie et un témoin de la
normalisation vasculaire. La présence d’éléments positifs pour CD31+/Endomucine+ analogues
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aux vaisseaux H, pose également question, et doit étre étudiée davantage pour son impact sur la
réponse a la chimiothérapie.
La caractérisation des mécanismes de résistance, mais aussi de diffusion du traitement, est un

enjeu majeur dans la compréhension du comportement de cette tumeur redoutable.

La finalit¢ de ces modeles et de ces analyses reste bien sur de nous orienter vers de nouvelles
options cliniques. Les pistes évoquées semblent intéressantes, une analyse sur biopsie
d’ostéosarcome humain devrait donc étre menée. Des études sur TMA de D'expression de
marqueurs vasculaires choisis, notamment en co-marquage, pourraient permettre d’affiner nos
outils pronostics, et peut-¢tre de modifier nos attitudes thérapeutiques chez des patients
considérés a haut risque. Sur biopsie, les co-marquages CD31/Endomucine, ou CD31/a-SMA
pourraient devenir en fonction de leur ratio, des éléments complémentaires d’aide a la décision
thérapeutique.

Les travaux a venir devraient permettre de poursuivre Pexploration de 'environnement vasculaire
de l'ostéosarcome et permettre d’apporter de nouveaux outils pour comprendre et prédire

Iévolution de 'ostéosarcome.
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Abstract: Osteosarcomas are the most frequent primary bone sarcomas, affecting mainly children,
adolescents, and young adults, and with a second peak of incidence in elderly individuals. The current
therapeutic management, a combined regimen of poly-chemotherapy and surgery, still remains
largely insufficient, as patient survival has not improved in recent decades. Osteosarcomas are
very heterogeneous tumors, both at the intra- and inter-tumor level, with no identified driver
mutation. Consequently, efforts to improve treatments using targeted therapies have faced this lack
of specific osteosarcoma targets. Nevertheless, these tumors are inextricably linked to their local
microenvironment, composed of bone, stromal, vascular and immune cells and the osteosarcoma
microenvironment is now considered to be essential and supportive for growth and dissemination.
This review describes the different actors of the osteosarcoma microenvironment and gives an
overview of the past, current, and future strategies of therapy targeting this complex ecosystem,
with a focus on the role of extracellular vesicles and on the emergence of multi-kinase inhibitors.

Keywords: Osteosarcoma; microenvironment; bone; stromal cells; vascular cells; targeted therapies;
extracellular vesicles; multi-kinase inhibitors

1. Introduction

Osteosarcomas (OSs) are the most common primary malignant bone sarcomas, with a bimodal
age distribution. The highest incidence is in children and adolescents (median of age of 18), with a
second smaller peak of incidence in elderly individuals over 60 years. Worldwide, the incidence of OS
is around one to three cases annually per million individuals [1]. These tumors develop mainly in the
long bones (femur, tibia, humerus), close to the growth plate in the bone metaphysis, and less frequently
in the skull, jaw, and pelvis. OSs are characterized by the presence of transformed osteoblastic cells
producing osteoid matrix. Nevertheless, the precise identity of the cell at the origin of the tumor remains
unknown. Evidence supports the idea of an origin of OS in mesenchymal stem/stromal cells (MSCs)
and/or in more committed osteoblastic precursors [2,3]. Since the introduction of chemotherapies
to treat OS the late 70s, patients diagnosed with OS receive a neo-adjuvant treatment followed by a
post-surgery adjuvant therapy with a cocktail of chemotherapies, i.e., high-dose methotrexate (12 g/m?),
etoposide, and ifosfamide for children and young adults (<25 years) in the French OS2006/sarcome-09
study [4], or other protocols combining doxorubicin, cisplatin, and ifosfamide with or without
high-dose methotrexate [5-7]. With these therapeutic regimens, the 5 year survival has reached 78%
for children and young adults with localized disease, but still remains at only 20% in patients with
metastasis at diagnosis or in relapse [1,4]. Moreover, in the last 40 years, survival has not notably
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improved for patients without metastases and has not improved at all for metastatic patients [8].
Therefore, improving therapy for OS remains a constant and major goal for many worldwide research
and clinical groups.

A major characteristic of OSs tumors is their heterogeneity, both at the intra-tumoral level and
also between individuals. Therefore, the common genomic initiating biological processes driving
osteosarcomagenesis are still not identified. The complexity of the somatic genome of OS is a major
cause of intra-tumoral heterogeneity, characterized by chromosomal aneuploidy, alteration of genes by
mutation and/or variation of copy number, genomic instability featured by massive rearrangement
through chromotripsis, and the presence of patterns of localized hypermutated regions, named
kataegis [9]. A small set of genes has been found to be recurrently mutated in OS (TP53, RB, MDM2,
ATRX, and DLG2) [10]. Recently, a subset of OSs was described with genomic alterations in genes of
the DNA repair pathways, reminiscent of BRCA1/2-deficient tumors [11]. Several inherited syndromes
such as Li-Fraumeni, Rothmund-Thomson, Werner, Bloom, and retinoblastoma familial cancers have
also been associated with a predisposition to developing OS [9]. Nevertheless, in the vast majority
of cases (95%), OSs appear as sporadic events. Overall, poorly defined oncogenic events associated
with high cellular heterogeneity of tumor cells make the development of molecular targeted therapies
devoted exclusively to tumor cells difficult.

Bone sarcomas, and in particular OSs, grow in the bone microenvironment, a very specialized,
complex, and highly dynamic environment composed of bone cells (osteoclasts, osteoblasts, osteocytes),
stromal cells (MSCs, fibroblasts), vascular cells (endothelial cells and pericytes), immune cells
(macrophages, lymphocytes), and a mineralized extracellular matrix (ECM). In physiological conditions,
a coordinated and fine-tuned orchestrated activity of bone, vascular, and stromal cells ensures
bone homeostasis through intense paracrine and cellular communications. According to Paget’s
theory [12], tumor cells find in this microenvironment a fertile soil to seed and manage to highjack
bone physiological pathways to their advantage in order to survive and grow. Cross-talk between
OS and the bone microenvironment involves numerous environmental signals, induced by multiple
cytokines, chemokines, and soluble growth factors [13], but also conveyed by extracellular vesicles
(EVs), considered today to be effective vectors of communication between cells [14].

In OS, the difficulty of designing and validating new therapies rests on two levels of complexity:
first, a high heterogeneity in tumor cells with no evident targetable event, and second, an active and
reacting microenvironment composed of active cells, interconnected and intensively communicating
through paracrine secretion of soluble factors and EVs. In this review, we describe the different actors
of the OS microenvironment in the context of their complex interaction with tumors cells. We also
discuss the past, current, and future therapeutic strategies, regarding the complex ecosystem of OS,
with a focus on the emergence of multi-kinase inhibitors (MKI) that target tumor cells and the cells
of their microenvironment, and on the role of EVs as essential conveyors of information in bone
sarcoma biology.

2. OS-Induced Bone Remodeling

2.1. Osteoclasts and Osteolysis

OS development is associated with para-tumor osteolysis, causing frequent painful bone fragility
at the time of the detection of OS in patients. OS aggressiveness has been associated with osteolysis
markers in a few clinical cases [15]. Notably, the binding of the soluble molecule Receptor Activator of
Nuclear Factor kappa B Ligand (RANKL), alias TNFSF11, to its receptor (RANK), mainly regulates
osteolysis through paracrine regulation. RANKL is produced by osteoblasts and osteocytes in the
bone environment [16], while RANK is expressed on the cell surface of osteoclast precursors [17].
In OSs, osteoclast activity leads to a vicious cycle between OS cell proliferation and bone degradation,
leading to the release of pro-tumor factors such as insulin-like growth factor 1 (IGF1) or transforming
growth factor-f (TGF-f) from the bone matrix [13,18]. However, clinical trials using monoclonal
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antibody therapy to block the IGF receptor tyrosine kinase in patients with OS showed limited and
unpredictable response rates, leading to the cessation of this therapy [19].

The link of osteolysis in the vicious cycle observed in OS has been demonstrated in
preclinical studies, using either chemical inhibitors (mainly zoledronic acid, ZOL) [20,21] or
RANKL receptor competitors (including osteoprotegerin (OPG) [22], RANK-Fc [23]), or RANKL
silencing [24]. Thus, osteolysis inhibition became an attractive therapeutic target in combination with
chemotherapeutics to treat OS. However, initiated on the basis of promising preclinical studies, 052006,
a Phase III clinical trial combining ZOL with chemotherapy and surgery gave very disappointing
results, with no improvement but slightly worse therapeutic results [25]. Despite the fact that ZOL has
also been described in vitro to have a direct effect on OS cells, its efficacy against OS primary growth
and pulmonary metastasis remains controversial [26].

Direct implication of osteoclast activity in OS development and progression in patients is still
difficult to decipher. Indeed, a loss of osteoclasts was associated with increased metastasis in a
preclinical model of OS [27], while co-injection of pre-osteoclasts with human OS cells had no effect on
OS local growth and lung metastases in nude mice [28]. Denosumab, an antibody directed against
RANKL, efficiently inhibits osteoclast activity and is currently used to treat bone loss in bone metastasis,
multiple myeloma, or giant cell tumors. However, no clinical results have been reported to date for
denosumab in OS patients, except in combination with the MKI sorafenib for one patient [29,30].
Even following a more specific targeting of RANKL, denosumab does not have differentiated action
towards different cell types. Indeed, the RANKL/RANK pathway is involved not only in osteoclasts,
butalso in many other cells of the tumor environment, including osteoblasts, stromal cells, immune cells
(T and B lymphocytes, dendritic cells), and endothelial cells.

Local coupling between bone resorption and formation is essential to preserve bone density and
should occur in basic multicellular units, including osteoclasts and osteoblasts, which are covered by
bone lining cells forming a canopy, as originally described by Lassen et al. [31]. Under the canopy,
RANKL secreted by osteoblasts induces osteoclast differentiation, as described in a well-demonstrated
paradigm. Interestingly, a new paradigm model of intercellular communication of osteoclasts
towards osteoblasts may be relevant (Figure 1), as it was recently reported that mature osteoclasts
were able to produce EVs bearing RANK, allowing interaction with RANKL on osteoblasts [32].
RANK-bearing EVs were initially identified in mouse primary osteoclasts and precursors derived
from bone marrow [33]. Recently, Ikebuchi et al. effectively demonstrated that RANK-bearing EVs
issued from mouse mature osteoclasts were able to interact with RANKL-expressing osteoblasts,
and therefore to induce osteoblastic differentiation coupled with bone formation involving RUNX2
signaling [32]. RANKL-reverse signaling in osteoblasts was demonstrated using RANK-masking
on EVs and by creating a mutant mouse model Rankl"?4, where RANKL intracellular signaling
domain was suppressed. Consequently, RANK-RANKL interaction appears to be bi-directional,
dual, and complementary in the coupling of bone resorption and formation: RANK transduction
on osteoclasts and precursors activates osteolysis, while RANKL transduction on osteoblasts and
precursors activates osteogenesis.
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Figure 1. RANK-RANKL interactions under the canopy of bone remodeling compartments:
old and new paradigms. The canopy is generated by bone lining cells and insulates a basic
multicellular unit with osteoclasts (OC) and osteoblasts (OB). OC and OB precursors are recruited
under the canopy, from respectively bone marrow- and blood stream-supplied hematopoietic stem
cells and bone marrow-issued mesenchymal stromal cells. In the old and well-demonstrated
paradigm, RANKL secreted by OB induces OC differentiation through RANK intracellular signaling
(RANKL-RANK), while a new paradigm proposes a reverse signaling through RANKL intracellular
signaling (RANK-RANKL) mediated by RANK-bearing extracellular vesicles EVs from OC [32].
RANK: receptor activator of nuclear factor kappa-B; RANKL: RANK ligand.

In the context of OS, bone remodeling is linked to a vicious cycle between osteoclasts and tumor
cells [22], which is established through the release of growth factors from the degraded bone matrix.
Nevertheless, this vicious cycle may be additionally enhanced by EVs secreted by osteoclasts and OS
cells [34]. Indeed, EVs secreted by OS cells were able to enhance osteolysis, while RANK-EVs secreted
by osteoclasts may activate RANKL expressed on OS cells [35], suggesting a possible RANK-RANKL
reverse signaling in OS, as previously described in normal bone physiology [32]. In one retrospective
clinical study involving 40 patients, RANKL expression was observed in 75% of OS biopsy samples
and its high expression level was correlated to a poor patient outcome [36]. Branstetter et al. [37]
detected RANKL in 68% of human OSs, but only 37% OS samples showed more than 10% of tumor cells
expressing RANKL. The same year, it was reported that the proliferation of RANKL-expressing OS
cell lines was increased through transduction signaling involving AKT and ERK activation when cells
were exposed to OPG [38]. One could hypothesize that RANKL expressed on the surface of OS cells
could have been activated by OPG, as this protein is the decoy and soluble form of RANK that binds
RANKL (Figure 2). Nevertheless, this pro-proliferative effect of OPG was believed to be independent
of RANKL because soluble RANK did not induce similar effects. Thus, it was proposed that OPG'’s
pro-proliferative effect was mediated by an unknown receptor. In regard to the innovative identification
of the RANKL reverse signaling as described above (Figures 1 and 2) [32], RANKL activation in OS
cells should be revisited, as RANK-EVs released by osteoclasts may have an unexpected role in OS
through a possible RANK-RANKL reverse signaling in OS cells.
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Figure 2. Proposed model of OPG/RANK-RANKL interactions in osteosarcoma (OS). RANK
transduction induces the differentiation of osteoclasts (OC), leading to osteolysis, which in turn
activates tumor cell proliferation, described as the vicious cycle. OPG is a decoy form of RANK,
binding and neutralizing RANKL. Additionally, OPG increases proliferation of RANKL-expressing OS
cells following its binding to an unknown receptor [38], possibly RANKL. The reverse signaling of
RANKL, described recently in osteoblasts [32], could be also induced in OS cells. To the same extend,
OS cells expressing RANKL could be activated by RANK-extracellular vesicles (EVs) produced by OC.
RANK: receptor activator of nuclear factor kappa-B; RANKL: RANK ligand; OPG: osteoprotegerin.

2.2. Osteoblasts and Bone Formation

Primary bone tumors have potent local influences on bone and the clinical consequences of these
influences can be devastating. OS is characterized by the formation of osteoid matrix surrounding
anaplastic tumor cells [39,40], and it can stimulate the formation of various bone structures, such as
Codman'’s triangles or bone spines, designed as the sunburst periosteal reaction. The sunburst pattern
of bone is due to new layers of collagen fibers stretching out perpendicularly to the bone. This process
is mainly due to a deregulation of bone remodeling and in part to the activity of non-tumor osteoblasts,
as observed in mouse OS models.

Osteoblastic progenitors are MSCs mainly present in the bone marrow, and more specifically
multipotent skeletal stem cells (MSSCs), which are a subset of MSCs that were recently identified [41].
Under the control of different specific transcription factors, MSCs are able to differentiate into
osteoblasts, chondroblasts, myoblasts, and adipocytes, while MSCCs differentiate into osteoblasts and
chondroblasts, but not into myoblasts and adipocytes. However, there is not yet evidence indicating
that either MSCs or MSSCs are the most important cells in the pathogenesis of OS. Current knowledge
on osteoblastogenesis is based on MSC rather than MSSC differentiation. Briefly, RUNX2 and Osterix or
SOX9 transcription factor expression leads to MSC differentiation, respectively towards the osteoblastic
and chondroblastic lineages [42]. The differentiation of MSCs into mature osteoblasts involves a
complex series of proliferation and differentiation steps (Figure 3). Briefly, RUNX2 (also known as
CBFA1) is a transcriptional factor that binds a consensus site, called OSE2, present along the proximal
promoters of many genes including those of the «1 chain of type I collagen (COL1A1), bone sialoprotein
(BSP), osteocalcin (OCN), and osteopontin (OPN) [43,44]. RUNX2 is crucial for the early steps of
MSC differentiation into pre-osteoblasts and to maintain osteoblastic function, while Osterix (also
known as SP7) is involved in osteoblastic differentiation mainly downstream of RUNX2 by allowing
the differentiation of pre-osteoblasts into functional mature osteoblasts [45]. Upstream of those
transcriptional factors, a signal transduction cascade has to be activated by cytokines or growth factors
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such as TGF-fs, fibroblast growth factors (FGFs), or wingless-type MMTYV integration site family
members (WNTs). Most of these cytokines or growth factors are implicated in OS development.

MSCs Pre-Osteoblasts Osteoblasts Osteocytes
@ WNT
> @ k> @de ——>
RUNX2 RUNX2 SP7
RUNX2
< COL1, OPN
TGF-BI BSP, OCN

Figure 3. Osteoblastic differentiation from mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) to osteocytes.
Transcription factor RUNX2 promotes MSC commitment toward the osteoblastic lineage at the early
stages while repressing maturation in osteocytes. SP7 allows the differentiation of pre-osteoblasts
into functional mature osteoblasts. RUNX2 induces expression of genes coding for expression of
collagen type 1 (COL1), osteopontin (OPN), bone sialoprotein (BSP) and osteocalcin (OCN) proteins.
Transforming growth factor-p (TGF-$1) and WNT stimulate early stages of osteoblastic differentiation.

The TGF-f family comprises at least 30 members in humans [46]. The role of TGF-f3s during
bone remodeling is complex. Regarding the mesenchymal osteoblastic lineage, TGF-f1 favors
bone formation by stimulating the proliferation and migration of MSCs during the early stages of
osteoblastogenesis [47,48]. In contrast, during the late stages of osteoblastogenesis, TGF-$1 inhibits
the differentiation of MSCs into osteoblasts and the mineralization of mature osteoblasts in culture [49].
Interestingly, TGF-B1 is mainly implicated in OS development during either primary tumor growth
or metastatic progression [50]. Blocking TGF- activity in OS cells by SMAD7 overexpression has
decreased primary tumor growth by affecting the relationships between tumor cells and non-tumor
cells [51].

FGFs are also key regulators of skeletal development [52]. For example, FGF2 is important for
the proliferation and maturation of pre-osteoblasts, while FGF18 is essential for mature formation of
osteoblasts. Therefore, FGF receptors are receptor tyrosine kinases that may represent a therapeutic
target in OS patients [53]. Indeed, Weekes et al. reported an important decrease of lung metastases
upon using the inhibitor AZD4547 to block FGF receptor signaling following OS induction in mice [54].

WNTs are a family of 19 secreted glycoproteins. The binding of a WNT ligand (i.e., WNT1, WNT3a)
to a frizzled (FZD) receptor, and its co-receptor LRP5/6 activates the canonical WNT pathway [55].
Activation of the WNT signaling cascade leads to the promotion of bone formation and suppression of
bone resorption, leading to a balance in bone remodeling [56]. Interestingly, a monoclonal antibody
against the WNT signaling inhibitor dickkopf-1 inhibited OS metastasis in a preclinical model of
0s [57].

Evidence is thus emerging for a role of osteoblasts in tumor growth in bone. Osteoblasts directly
regulate bone matrix synthesis by their own secretome and indirectly regulate bone resorption
through the release of RANKL, which binds RANK on osteoclast precursors as previously presented
(Figure 1). Additionally, RANK is expressed on MSCs and is downregulated during osteoblastogenesis.
Intriguingly, Branstetter et al. did not detect RANK expression on tumor cells into OS samples [37].
Nevertheless, one might address the importance of RANK signaling in OS cells, which derived
from cells committed in differentiation pathway between MSCs or pre-osteoblasts towards mature
osteoblasts [58]. In this context, Navet et al. investigated the role of RANK overexpression in OS cell
lines and during OS development in immune-deficient mice [59]. Activation of the RANKL-RANK
pathway in these OS cell lines did not change cell proliferation or migration, nor tumor growth
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in vivo. Such results suggest that RANK activation in OS cells is not involved in tumor growth.
However, RANK-overexpressing OS cells induced a significant increase of lung metastases that was
prevented with an antibody directed against RANKL. In another study [23], whole body deletion
of RANKL proteins prevented OS development and lung metastases in genetically predisposed
mice while, in contrast, Rank deletion in osteoblasts did not change OS burden, nor lung metastasis.
RANKL-RANK pathway activation does not seem to be directly implicated in OS development, but can
be indirectly involved in OS progression. Implication of a potential RANKL reverse signaling in OS
cells has not been tested in these studies, but it would be interesting now to take into account the
implication of RANKL transduction on osteoblasts [32] (Figure 1). Antibodies against RANKL and the
whole-body deletion of RANKL could disrupt the coupling between bone resorption and formation
and modify the progression of OS by inhibiting the transduction of RANKL on osteoblasts and on OS
cells expressing RANKL (Figure 2).

3. MSCs in OS Microenvironment

3.1. MSCs as Sensors and Modulators of OS Microenvironment

In OS, interactions between the tumor parenchyma and the non-tumor stroma are required during
tumor development and metastatic progression [60]. MSCs are sensors of their microenvironment as
they express multiple growth factors and chemokine signaling receptors. They also modulate their
microenvironment as they secrete components of ECM and a large variety of mitogenic growth factors,
cytokines, chemokines, and metalloproteinases (MMPs) [61]. Consequently, MSCs have autocrine and
paracrine trophic properties, as their secreted growth factors stimulate cell division and differentiation
of MSCs, osteoblasts, and endothelial cells [62]. Furthermore, MSCs also secrete chemokines (C-C motif)
ligand 5 (CCLS5), stromal derived factor 1 SDF-1 or (C-X-C motif) chemokine 12 CXCL12, interleukin 6
(IL-6), and growth factor vascular endothelial growth factor (VEGF), known, among others, to promote
OS growth, metastasis spread, and angiogenesis (reviewed in Reference [63]).

In a previous study, we co-injected OS-associated stromal cells, also named OS-derived cells
(OSDCs), with N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)-HOS OS cells, derived from a human
0S, in nude mice [64]. We found several new observations at the histological level. First, the primary
OS induced by MNNG-HOS cell injection near the tibia of nude mice appeared as an undifferentiated
pleiomorphic sarcoma inducing bone spines (Figure 4a), while some osteoid matrix could be observed
in intra-vascular tumor emboli (Figure 4b). Subsequently, following the co-injection of MNNG-HOS
cells with OSDCs in nude mice, it was surprising to observe an abundant osteoid matrix (Figure 4c),
usually not observed in the MNNG-HOS mouse model, but detected as a hallmark of OS tumor in
patients. The second change involved a huge infiltration of peripheral blood mononuclear cells in
vessel walls surrounding OS metastases in the lungs (Figure 4d). However, we do not know how
MSCs influence OS cells and how MSC-educated OS cells may in turn influence their surrounding
cells, leading to more osteoid matrix and higher immune infiltration. In this context, Pietrovito et
al. described how MSCs in contact with OS cells gained a cancer-associated fibroblast phenotype
and, in turn, how OS-activated MSCs promoted OS cell motility, invasiveness, and transendothelial
migration [60]. OS-activated MSCs increased the secretion of monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1 (alias CCL2), growth-regulated oncogene (GRO)-« (also known as CXCL1), and IL-6 and -8.
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(a) (c)

(d)

Figure 4. Histological analysis of experimentally induced osteosarcoma (OS) in athymic mice.
Human OS-inducing cells (MNNG-HOS cells, CRL-1547, from American Type Culture Collection)
were injected either alone (a,b) or co-injected with OS-derived stromal cells (OSDCs) (¢,d) at tibial sites
of athymic mice. Tumor samples were fixed in 10% buffered formaldehyde, embedded in paraffin
wayx, sectioned, and stained. Magnifications are indicated. (a) Human OS cells (brown nuclei) were
distinguished from mouse cells (blue nuclei) by in situ hybridization using the human-specific repetitive
Alu sequence [65]. Bone (B) spine lined by mouse cells was observed. (b) MNNG-HOS-induced tumor
section was stained with hematoxylin—eosin-safran solution (HES). Tumor developed in muscle and
appeared as an undifferentiated pleomorphic sarcoma (magnification in left panel), while osteoid
matrix was observed only in intra-vascular tumor emboli (magnification in right panel). (¢) Following
co-injection with OSDC [64], MNNG-HOS-induced tumor was visible with abundant osteoid matrix
surrounding anaplastic tumor cells. Tumor section was stained with HES. (d) Image of lung metastasis
developed from co-injection of MNNG-HOS and OSDCs at paratibial site. Remarkable and non-usual
immune cell infiltration (I) was observed in the vessel wall.

MSCs and MSC-derived osteoblasts secrete components of ECM and MMPs. Tumor infiltration
of immune cells is tightly dependent on ECM plasticity and proteolysis [66]. As demonstrated by
Nicolas-Boluda et al. using imaging technology, T cells may cross the blood vessels but remain trapped
in the stroma surrounding tumor nodules [67]. Consequently, T cells do not secrete MMPs allowing
matrix lysis, and they then cannot progress alone between dense and tight fibers. Dynamic immune
cell infiltration has not yet been imaged in OS and was not yet related to fiber density and MMPS in
surrounding ECM; however, induced proteolysis could be a key to achieving success of any immune-cell
therapy in OS.

3.2. MSCs as Donors and Acceptors of Extracellular Vesicle Cargo in OS Microenvironment

The secretome of MSCs contains bioactive EVs, which may explain some well-known but unraveled
therapeutic roles of MSCs, including their role in bone regeneration [62]. MSC-secreted EVs were
shown to bear tumor supportive microRNAs and proteins, but also metabolites such as lactate and
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glutamate [68]. A previous study showed metabolic cooperation between OSDCs and OS cells through
lactate efflux by MSCs and its uptake by OS cells [69]. This metabolic cooperation can be amplified by
lactate released in EVs secreted by OSDCs. Moreover, MSC-secreted EVs were shown to increase OS
cell survival and migration, especially under stress induced by serum starvation [70] (Figure 5).
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Figure 5. Sensing and modulating roles of mesenchymal stem/stromal cells (MSCs). MSCs constitutively
express many mitogenic growth factors, chemokines, and matrix metalloproteinases at various levels.
High/intermediate and low levels are represented by large or small font size, respectively. MSCs respond
to tumor necrosis factor alpha (TNFx) by increasing expression (indicated in red) of some growth
factor receptors (GFR), growth factors (GF), chemokine receptors (CR), chemokines, interleukins (IL),
and matrix metalloproteinases (MMP) [61]. MSCs have autocrine and paracrine trophic properties,
as all of these growth factors are able to act on several effectors of the tumor ecosystem (tumor,
bone cells, endothelial cells, and immune cells). MSCs can also secrete extracellular vesicles (EVs) that
convey diverse contents (see text for details), and they can receive information through EVs from bone
pre-osteoclasts (pre-OC) and osteoclasts (OC) and tumor cells. EGFR: epithelial GFR; VEGFR: vascular
endothelial GFR; TIE-1: angiopoietin receptor; TGFBR: transforming growth factor beta receptor;
TIMP: tissue inhibitors of MMP; CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand; CCL: chemokine (C-C motif)
ligand; GROw/3: growth-regulated oncogene alpha/beta (also known as CXCL1/2); MCP1/3: monocyte
chemoattractant protein (also known as CCL2/7); SDF1: stromal cell-derived factor (also known as
CXCL12); RANTES: Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted (alias CCL5).

Gebraad et al. isolated EVs from lipopolysaccharide-activated monocytes and RANKL-activated
osteoclasts, both EVs bearing RANK, and observed EV effects on gene expression and protein secretion
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of MSCs [71]. EVs secreted by activated monocytes, but not those secreted by osteoclasts, promoted the
expression of MMP genes such as MMP3 and MMP1, and secretion of the chemokine CXCL5. The same
group showed that OS-secreted EVs on MSCs promoted expression of MMP1, VEGF-A, and intercellular
adhesion molecule (ICAM1) genes, which in turn may stimulate not only bone remodeling, but also
tumor angiogenesis and metastasis [72].

EVssecreted by OS induced hypomethylation on long interspersed elements (LINE-1) of MSCs [72].
Hypomethylation on LINE-1 retro-transposons correlates with chromosomal instability and may
drive oncogenetic effects [73]. Genomic instability in MSCs links back to the fact that MSCs have
been proposed as cells of origin for high-grade OS [74], which is characterized by complex genetic
rearrangements [64]. Large genomic studies have demonstrated that high-grade OS presents one of the
highest levels of chromosomal instability associated with hyper-mutations. However, the molecular
mechanisms initiating and underlying such huge chromosomal rearrangements are still unknown in
the pathogenesis of OS [75,76].

Endo-Munoz et al. observed that some metastatic OS cell lines, including the KHOS cell line
(CRL-1544 from American Type Culture Collection), produce high level of the protease urokinase
plasminogen activator (uPA) and of its receptor (uPAR), leading to an autocrine loop of activation [77].
They showed that uPAR activation drives ERK phosphorylation and stimulates in vitro migration and
in vivo propagation of OS cells. Moreover they demonstrated that KHOS cells produce EVs bearing
uPA, which may be biologically active. Additionally, they identified a paracrine uPA axis involving
stromal cells in mouse bone marrow explants cultured for 6 days in the presence of macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF or CSF-1). These mouse stromal cells were not characterized by
surface marker analysis, but likely contained a large fraction of monocytes and/or hematopoietic
stem cells. The implication of MSCs in this uPA paracine activation of OS cells was not shown,
whereas uPA is a well-known activator of MSCs mobilization and transendothelial migration during
tissue repair [78]. Above all, they identified uPA inhibition as a promising therapeutic strategy to
prevent metastatic spread in OS patients. In a mouse model of OS, OS-secreted EVs bearing TGF-f3
induced a pro-tumorigenic and pro-metastatic phenotype of MSCs through increased IL-6 secretion
and activation of STAT3 signaling pathways in OS cells [79]. This study showed how MSCs that have
been conditioned or educated by OS-EVs may favor a tumor’s progression in its microenvironment.

MSC-secreted EVs may be also involved in revascularization following treatment-induced hypoxia.
Indeed, EVs released by hypoxia-treated MSCs have increased angiogenesis through activation of the
protein kinase A in human umbilical vein endothelial cells (HUVECsS) [80]. EVs from MSCs have been
described as able to act on endothelial cells to deliver angiogenic signals [81], especially in hypoxic
and ischemic conditions [82,83]. In the bone context, pro-angiogenic effects of MSC-derived EVs have
been shown in an osteonecrosis model [84,85]. Angiogenic properties of MSC-EVs have not been
explored yet in OS. EVs are able to transfer growth factors, cytokines, and nutrients, as presented in
this review, but can also transfer also nucleic acids. DNA can be expelled from cells by EV release
during drug-induced senescence in order to maintain cellular homeostasis [86], whereas microRNAs
contained in EVs can contribute to cell communication in bone sarcomas [87].

Finally, the well-known immunosuppressive effects of MSCs can be mediated by their EVs, as
suggested by recent results of a clinical trial involving patients with chronic kidney disease [88] and in
preclinical model of osteoarthritis [89]. MSC-secreted EVs bearing TGF--induced gene product-h3
(TGFBI/BIGH3) could ameliorate osteoarthritis, however they can worsen tumor development by
suppressing the activity of immune cells.

4. Vascular Microenvironment in OS Biology

4.1. Physiologic Angiogenesis during Bone Development

During both normal development and regenerative processes, blood vessels are major actors in
bone biology, providing all necessary nutrients and oxygen to the highly dynamic bone tissue [90].
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Beside their role as an efficient transport network for molecules and hematopoietic cells, blood vessels
also support bone formation and homeostasis [91]. In long bones, the vasculature has a unique complex
architecture, composed of a set of arteries penetrating the cortical zone and forming a heterogeneous
network of capillaries, drained by a central vein [92]. New insights into the anatomical architecture and
physiology of the vascular system in long bones have emerged with the description of trans-cortical
microvessels originating in the bone marrow and forming connections between the endosteal and
periosteal circulation [93]. Recently, a new bone-specific capillary subtype was identified in mouse
juvenile tibia [94]. Itis characterized by type-H endothelial cells that are rich in CD31 "8" Endomucin®&h
and are specifically localized close to the growth plate in the metaphysis and in the endosteal regions.
During bone growth and modeling, these type-H cells have high proliferative capacities and are
responsible for promoting the bone angiogenesis required for long bone growth. Furthermore, these
type-H capillaries provide a favorable niche for Osterix* osteoprogenitors, as they couple angiogenesis
to osteogenesis through hypoxia-induced secreted Notch-ligand Noggin [94,95]. These populations of
endothelial cells, the amount of which decreased with age in mice, have also been described in humans
and have been proposed as an indicator of bone loss [96]. The roles of these bone-specific endothelial
populations still needs to be elucidated in the context of bone tumor angiogenesis.

4.2. Neo-Vascularization in OS

Vascularization is an essential factor for tumor growth and dissemination, providing oxygen
and nutrients, and supporting intravasation and extravasation of cancer cells. Elaboration of a
tumor-dedicated vascular environment is one of the main hallmarks of cancer [97], and the formation
of a tumor vascular network relies mainly on tumor piracy of physiological sprouting neo-angiogenesis
mechanisms from existing vessels. Nevertheless, additional processes like vasculogenesis and vascular
mimicry may also contribute to the expansion of a tumor vascular network [98].

Tumor angiogenesis is initiated by environmental stresses (hypoxia, acidosis) leading to
disequilibrium of the pro-/anti-angiogenic balance, and consequently to the elevated expression
of pro-angiogenic factors such as hypoxia-induced factor (HIF) and VEGE. OSs are highly vascularized
bone tumors, lying in a hypoxic and acidic bone microenvironment. How neovascularization occurs in
OS remains poorly understood. Nevertheless, OSs appear preferentially in the region of bone growth
close to the metaphysis, where type-H endothelial cells promoting angiogenesis are located [94,95],
suggesting a possible implication of these cells in OS neo-angiogenesis. In tumors, it is commonly
admitted that neo-angiogenesis sprouting from pre-existing vessels is the most relevant process of
angiogenesis, but the implication of endothelial progenitors cells (EPCs), able to differentiate into mature
endothelial cells, has to be mentioned in tumor vascular growth, even if there is less of a consensus on
these cells’ involvement [99]. EPCs may be recruited from their initial location in the bone marrow to
the tumor site, or EPCs may reside in the tumor microenvironment, where tumors and stromal cells
can provide plasticity and differentiation paracrine signals to EPCs. In Ewing sarcoma bone tumor,
bone marrow EPC-induced vasculogenesis has been identified as an essential step of neovascularization
and is crucial for tumor growth, with 10% of neo-vessels containing bone-marrow-derived cells [100].
In OS, a role for EPCs in neovascularization was also recently highlighted in an in vitro rat model,
where co-injection of encapsulated OS cells with EPCs enhanced tumor vascularization [101]. In that
case, OS rat tumor cells promoted migration and angiogenic properties of EPCs, through their specific
secretome of angiogenesis-related factors (VEGF, TGF-f1, MCP-1, Activin A, and OPN).

Initially described in uveal melanoma, vascular mimicry, an alternative process to angiogenesis and
vasculogenesis, is characterized by the de novo formation of perfusable, matrix-rich, vasculogenic-like
micro-channels generated by transformation of aggressive tumor cells [102,103]. OS tumors appear to
develop such an endothelial-free tumor-derived vasculogenic network, as vascular mimicry is found in
22.7% of osteoblastic-type OS samples and associated with unfavorable prognostis [104,105]. Human OS
cell lines (U20S [106], MG-63 [105]) and aggressive canine cell lines [107] are able to form vessel-like
structures in three-dimensional cultures. Vascular mimicry mechanisms remain largely unknown,
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often being assessed via inappropriate and biased in vitro assays [108]. Nevertheless, a subpopulation
of OS tumor cells co-expressing high levels of both VEGF and its receptor VEGFR-1 has been described as
an important factor of aggressiveness [109]. This autocrine VEGF/VEGFR-1 signaling, associated with
increased tumor growth and tumor vascularity, may possibly confer to OS cells the capacity to develop
vasculogenic properties, leading to vascular mimicry. In fact, silencing VEGF suppresses vasculogenic
mimicry in OS in vitro [110].

For many years, pro-angiogenic factors like VEGFs and angiopoietins have been considered
paracrine soluble factors secreted by tumor cells and measurable in patient serum. However, EVs now
appear to be essential players of intercellular communication, especially in tumors and in particular in
the dialogue promoting angiogenesis. Indeed, stimulation of angiogenesis by tumor-derived EV cargo
has been highlighted in numerous tumors [111]. In the context of OS, two recent studies established
the pro-angiogenic role of OS-EVs through their cargo containing angiocrines and angiogenesis-related
miRNAs [112,113].

4.3. Vascular and Angiogenic Factors in OS Patients

Several analyses of cohorts of OS patients have revealed the importance of neo-vascularization
markers in patient samples. Amplification of genes in the VEGF pathway, in particular VEGF-A,
has been described in OS patients, and was confirmed at the protein level [114]. Expression of high VEGF
is positively associated with tumor stages and with metastasis [115,116]. Accordingly, a significant
increase in vascularity density appears to be a hallmark of primary OS tumor in metastatic vs.
non-metastatic patients [117]. Indeed, several clinical studies correlated high expression of VEGF in
biopsies with worse disease-free survival and lower overall survival either in untreated [115] or in
pre-operative treated patients [118]. Along these lines, a systematic review issued from a meta-analysis
including 559 patients from 12 retrospective studies suggested that VEGF expression could be considered
an effective biomarker of prognosis on OS patients [119]. On the other hand, conclusions drawn from
another meta-analysis [120] underlined the importance of considering heterogeneity and geographic
origin of patients. Beside VEGF, the expression of its receptor VEGFR-2 is increased in OS as compared
to normal bone tissues, and high VEGFR-2 expression is associated with poor prognosis [121].
Investigation of angiogenic circulating factors also revealed that serum concentration of VEGF in
bone sarcoma (Ewing sarcoma, OS, chondrosarcoma) was higher than in healthy samples or benign
tumors [122]. The prognostic value of circulating VEGF was addressed in one study [123], as patients
with metastasis at diagnosis or within a year of diagnosis had significantly higher serum levels
of VEGF than non-metastatic patients without early metastatic disease. Level of circulating VEGF
was independent of the tumor size and serum concentrations of two angiogenic factors, FGF2 and
placental growth factor (PGF) were not different in metastatic vs. non-metastatic stage patients.
Therefore, considering tissue or circulating angiogenic factors as objective prognostic factors still needs
to be evaluated in larger prospective studies.

4.4. Targeting the Vascular Microenvironment with Anti-Angiogenic Agents

Targeting neo-vascularization has been considered in OS, with several Phase I/II clinical trials
conducted during the past decade, mainly in advanced-stage OS [124]. The most promising clinical
trials have been those including anti-angiogenic agents targeting VEGFRs, such as sorafenib alone [125]
or associated with everolimus, an inhibitor of mTOR2 [126]. These trials published by the Italian
Sarcoma Group in recurrent OS showed clinical benefits with an increase in 4-6 months progression-free
survival for 43-46% of patients. On the other side, associating the well-described anti-VEGF antibody
bevacizumab with pre- and post-operative chemotherapies in OS patients with resectable and localized
OS did not improve the percentage of good responders to neo-adjuvant therapy, nor did it improve
the outcomes of patients. Nonetheless, the treatment could induce post-surgical wound healing
troubles [127]. In one case of spinal OS, association of sorafenib with the antibody denosumab, targeting
RANKL present in the osteoid matrix, led to an efficient metabolic tumor regression [29]. A recent
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anti-angiogenic therapeutic strategy explored in preclinical studies is the targeting of VEGFR-2, a VEGF
receptor expressed mainly on angiogenic vessels but also on OS tumor cells [121]. Results showed
that the highly specific VEGFR-2 inhibitor, apatinib, was associated with direct anti-tumoral activity
through VEGFR2/STAT3/BCL2 signaling [121,128]. Targeting VEGFR-2 with the monoclonal antibody
ramucirumab was also shown to exert anti-angiogenic activity in vitro [129]. Surprisingly, injection of
anti-mouse Vegfr-2 antibody in preclinical OS pediatric cancer models did not affect tumor growth,
even when combined with cytotoxic chemotherapy using doxorubucin, suggesting that targeting both
tumor and vascular microenvironment is mandatory in OS, even if it is difficult to achieve efficiently.

5. Cells of the Inmune System in OS Microenvironment

The immune context of the OS microenvironment is mainly composed of tumor-associated
macrophages (TAMs), with a significant number of dendritic, lymphoid, and myeloid cells [130].
Indeed, both myeloid and lymphoid cells have been detected in OS [130,131]. In contrast to the
majority of epithelial tumors [132,133], studies have shown that TAMs were present in the immune
infiltrate in a high proportion of biopsies and that an increased infiltration was associated with
reduced metastasis and improved survival in high-grade OS [117,134,135]. The mechanism by which
TAMs inhibit metastasis in OS remains unclear, but the observation by different teams that OSs
were infiltrated with a heterogeneous population of pro-inflammatory M1 and anti-inflammatory
M2 TAMs may suggest that in this precise case, the constitutive presence of M2 macrophages may
have an anti-metastatic rather than a pro-metastatic effect [134]. Based on these data, OS patients
were enrolled in a randomized clinical trial using the macrophage-activating agent mifamurtide in
addition to a standard chemotherapy regimen, resulting in a significant improvement in 6 year overall
survival [136,137]. Similar results were obtained in earlier studies in human and canine OS [138-140].
Mifamurtide has thus become the first new therapeutic drug used for the treatment of OS in the last
20 years [137]. More recently, the SARCOMA13 clinical trial (NCT03643133) proposed the use of the
combination of mifamurtide with conventional chemotherapy in the treatment of French OS patients
after surgery.

The observation that cytotoxic CD8 T lymphocytes are less abundant than myeloid cells in
OS biopsies suggests that OSs are poorly immunogenic tumors, with a lack of tumor neo-antigens
and scarce infiltrate of immune cytotoxic lymphocytes. This would define OSs as cold tumors,
characteristic of pediatric tumors [141]. In recent studies, the presence of CD8 T lymphocytes was
described in half of OS patient samples at diagnosis, and their presence was significantly associated
with a lower rate of metastasis [135,142]. In addition, the ratio of intra-tumor CD8 T cells to regulatory
immunosuppressive FOXP3 CD4 T cells in initial biopsies allowed discrimination of OS patients with
prolonged survival from non-survivors [142]. As for most other tumors, OS infiltration by antigen
presenting cells (APCs), including CD1a dendritic cells (DCs) and CD68 macrophages, has been
correlated with poorer prognosis. Moreover, tumor programmed death-ligand 1 (PD-L1) expression
has been associated with a poorer 5 year event-free survival [143]. Programmed death 1 (PD-1) is
expressed at the surface of activated CD8 T lymphocytes, B lymphocytes, and natural killer (NK) cells.
The involvement of the PD-1/PD-L1 checkpoint in OS varies from one study to another. In a recent
systematic meta-analysis of 14 studies with a total of 868 patients, OS patients had 14-75% higher
PD-L1 expression in tumor tissues, which was significantly correlated with metastasis, mortality risk,
and poorer overall survival [144,145]. However, PD-L1 staining was detected in few OS specimens in
two independent studies [135,146], which suggested that the role of the PD1/PD-L1 checkpoint is not
predominant in the pathogenesis of OS. Nevertheless, several clinical trials using targeting PD-1/PD-L1
have been proposed. Among them, only one using anti-PD-L1 avelumab (NCT03006848) is recruiting,
while three trials using anti-PD-1, penbrolizumab (NCT02301039 and NCT03013127), or nivolumab
(NCT02304458) are either not recruiting or suspended, likely due to risk of immune-related side effects
such as skin reactions, pneumonitis, colitis, and hepatitis [147,148].
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With the extraordinary clinical success of adoptive therapies based on the use of chimeric antigen
receptor (CAR) engineered T cells in B-cell malignancies [149], attempts to develop such therapeutic
strategies are emerging in solid tumors. In the context of OS, CAR-T-cell therapy still remains largely
unexplored. The main challenge of this immune approach is the identification of an optimal target
expressed restrictively on tumor cells, in order to avoid toxicity and to selectively eradicate cancer cells.
Up to now, few potential targets have been identified in OS [150]—the Human epidermal growth factor
2 (HER?2), the Insulin-like Growth factor receptor-1 (IGFR1), and the tyrosine orphan-like receptor 1
(ROR1). HER-2 CAR-T cells have been shown to drive tumor regression in an animal model [151].
Tested in a phase I/II clinical trial in HER-2 positive sarcoma patients, infusion of HER-2 CAR-T was
shown to induce no toxicity, and the 6 week stability of these cells [152] paved the way for further trials.
Preclinical studies highlighted that IGFR1 and ROR1 that are overexpressed in OS cells lines are also
relevant targets. An adoptive transfer of IGFR1-CAR and ROR1-CAR T cells derived from a sarcoma
patient significantly suppressed tumor growth in both localized and disseminated sarcoma xenograft
models [153]. In OS, the main issues with CAR-T cells would be accessing their target through a stiff
osteoid bone tumor matrix, allowing their survival in a local immunosuppressive microenvironment.
Despite promising preclinical results, launching the use of CAR-T cell therapies in OS is still a matter
of debate.

6. The Multi-Kinase Inhibitors (MKIs) as Promising Therapies in OS Treatment

Targeted therapies using MKIs proved their efficacy initially in renal cell cancer, hepatocellular
carcinoma, and thyroid cancer [154]. These molecules exert an anti-cancer activity by simultaneously
targeting several kinases. Initially developed as potent VEGFR signaling inhibitors, it is now
admitted that their anti-tumor action depends on both the inhibition of angiogenic but also
non-angiogenic pathways.

In the context of OS, several in vitro and preclinical results have highlighted the relevance of
MKTs as potential therapeutic tools. Anlotinib, a VEGFR2 and MET kinase inhibitor, suppressed tumor
growth and metastasis and increased chemosensitivity of OS cells [155]. Moreover, cabozantinib,
an inhibitor of c-MET (also known as HGFR), VEGFR-2, ¢-KIT, and TIE-2, appears to block proliferation
and migration of OS cells via autophagy. Additionally, it acts on the bone microenvironment by
decreasing RANKL and increasing OPG production by osteoblasts [156], which results in a strong
inhibition of RANK-positive OS cell proliferation [157]. Exploration of MKIs in clinical trials (Table 1)
started initially with sorafenib [126], as described above. Subsequently, a therapeutic strategy
using regorafenib, an MKI that targets angiogenic (VEGFR1-3, TIE-2), stromal (PDGFR-§3, FGFR),
and oncogenic kinases (KIT, RET, and RAF) has been tested. Notably, two clinical trials [158,159]
were conducted in patients with recurrent, progressive, metastatic OS after failure of conventional
chemotherapy and demonstrated a significant extension of progression-free survival. These studies
highlighted the potential therapeutic value of MKIs in very aggressive and resistant OS. These very
promising results paved the way for further exploration of this type of targeted therapy. In this context,
pazopanib, a MKI inhibiting VEGR1-3, PDGFR/f3, and ¢-KIT, showed objective responses in metastatic
or relapsed patients [160,161]. Preclinical and in vitro data reinforced the relevance of MKI in OS.
One phase Il multi-centric clinical trial has just been published, exploring cabozantinib in advanced
relapsed OS and Ewing sarcoma [162]. Encouraging responses were reported for both pathologies.
In OS, 12% patients presented a 6 months objective response and 33% patients had no progression in
6 months. Additionally, a phase II clinical study in relapsed refractory OS (NCT04154189) starting in
February 2020 involves lenvatinib, a MKI inhibiting VEGFR1-3, FGFR1-4, PDGFR«, KIT, and RET and
used in thyroid cancer [163].
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Table 1. Multi-kinases inhibitors (MKI) in Osteosarcoma (OS): Molecular and Cellular Targets and
Clinical Trials.

MKI Targets Clinical Trials
Molecular Cellular ClinicalTrials.gov
RAF, KIT, FLT3, RET Tumor

NCT 00889057 [125]

Sorafenib VEGFR1-3 Endothelial
PDGFRB Gilegic NCT 01804374 [126]
KIT, RET, RAF Tt
Repoateniti VEGFR1-3, Tie-2 Endothelial NCT 0238244 [159]
PDGFRpB e NCT 02048371 [158]
FGFR
KIT, EMS Tumor
Pazopanib ng};ﬁl—g Endothelial [160]
FGFR Stromal
Tumor
Cabozantinib MET, KIT, R.ET Osteoblasts ~ NCT02243605 [162]
VEGFR-2, Tie-2 i
Endothelial
KIT, RET T
Lenvatinib VEGFRL2,3  prgotheliall  NCT04154189
e Stromal
FGFR1-4

7. Discussion

In the past decade, the supportive role of the bone microenvironment in the tumor progression
and metastatic dissemination of OS has been intensively documented. This culminates in the
characterization of a vicious cycle established between OS cells and osteoclasts, where tumors,
by promoting osteoclastic activity, indirectly lead to the degradation of bone matrix and to the release
of pro-tumor factors initially trapped in the bone matrix.

Intuitively, targeting the bone resorption in order to limit tumor growth thus appeared to be a
promising therapeutic option. Therefore, the bisphosphonate ZOL was the first anti-resorptive agent to
be explored as a combined treatment for OS. Unfortunately, its translation into the clinical setting was
abandoned due to disappointing results obtained in the clinical trial 0S2006, since it showed no benefit
for OS patients [25]. Along the same line, blocking osteolysis by using denosumab, a humanized
antibody directed against RANKL, is no longer considered a potential combined treatment for OS
patients. Indeed, if RANK signaling transduces signal in different cell types, including osteoclasts,
stromal cells, endothelial cells, and dendritic cells, it is not directly implicated in OS cell division and
survival. Importantly, the description of the reverse RANK-RANKL signaling, involving membrane
RANKL activation by RANK-bearing EVs, is a new and unexpected regulatory pathway of bone
remodeling that has to be considered. Such bidirectional regulation occurring simultaneously in
osteoblasts and osteoclasts within a bone multicellular unit has been previously described for Ephrin
membrane ligands and their receptors [164]. Therefore, the reverse RANK-RANKL signaling should
be explored in other cell types and pathological conditions including OS. Moreover, new anti-RANKL
antibodies should be produced to inhibit osteoclasts without effect on osteoblasts.

EVs have now to be considered as key actors of cellular communication in the OS tumor
microenvironment ecosystem. EVs originate from the tumor itself, but also from MSCs and osteoclasts.
EVs appear to be essential for mediating signals for bone remodeling, angiogenesis, and also for
immune responses. EVs modulate gene expression by transferring their cargo to cells and drive
communication between cells through many combinations. As reported in this review, EVs are
able to transfer growth factors, cytokines, and nutrients. In addition, they can also transfer nucleic
acids. Notably, DNA can be expelled from cells by EV release during drug-induced senescence in
order to maintain cellular homeostasis [86], whereas microRNAs contained in EVs can contribute to
modulating cell communication in bone sarcomas [87]. Blocking EV-mediated signaling would be an
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appealing strategy to counteract deleterious and pro-tumor communications in the OS environment.
Additionally, EVs are currently being explored as potential vectors of therapies but not yet as targetable
entities [165].

Targeting the immune system by the macrophage-activating agent mifamurtide resulted in the
most recent improvement of OS therapy since polychemotherapy. However, stimulating the immune
system by using antibodies directed against PD-1/PD-L1 in OS is still debated. This debate includes
toxic effects of antibodies, poor CD8 T lymphocytes infiltrating OS, no histological evidence of the
PD-1/PD-L1 in most OS samples, and no correlation with tumor outcome to date [135].

With the same logic of hitting the microenvironment in order to block tumor progression,
targeting the vascular environment, which is particularly developed and supportive in OS, has also
been evaluated. 1If the first clinical trial including the anti-VEGF antibody bevacizumab was
disappointing [127], encouraging results emerged from initial clinical trials using the MKI sorafenib,
which targets intracellular kinase activity of VEGFRs [125,126]. Since then, several MKIs like
regorafenib [158,159], pazopanib [160,161], and more recently cabozantinib, have been reported to have
beneficial effects in advanced OS and Ewing sarcoma bone tumors [162]. Accordingly, these agents
had promising therapeutic results in selected patients, probably through the combined action on both
angiogenic vascular compartment and OS cells in which they inhibit multiple growth factor pathways
with potential oncogenic activity (c-MET, ¢-KIT).

In conclusion, the MKI class of small molecules represents a significant major advance in OS
therapy in recent decades, and reinforces the notion that considering OS in its whole ecosystem and
thereby targeting several of its components, including EVs, is the way to successful therapies.
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Titre : Impact du microenvironnement et de la vascularisation tumorale dans la réponse de 'ostéosarcome a la
chimiothérapie

Mots clés : Ostéosarcome, microenvironnement, vascularisation, immunohistochimie.

Résumé : L'ostéosarcome, la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente, est actuellement traité pat
chimiothérapie et chirurgie. Des travaux récents suggerent que le microenvironnement tumoral pourrait étre un élément
clé dans la compréhension de la tumorigénese et du traitement de l'ostéosarcome. Nous avons émis I'hypothése que
I'hétérogénéité du microenvironnement pourrait moduler la réponse a la chimiothérapie. Nous avons également évalué des
marquages spécifiques de vascularisation en immunohistochimie liés a la zone et a la qualité de réponse au traitement.
L’initiation tumorale de modele MOS-] syngenique d’ostéosarcome murin a été réalisé dans les sites intra-osseux et
paratibial. Nous observions une différence significative dans la réponse au traitement par doxorubicine entre ces deux
conditions en termes de volume tumoral et de nécrose induite. Nous avons ensuite analysé le réseau vasculaire sur
différentes régions par immunohistochimie en immunofluorescence par multiplexing. La doxorubicine semble réduire
l'expression des éléments CD31+ dans le front d'invasion. Nous observions une distribution spécifique des deux types de
vaisseaux évalués en microscopie confocale : les vaisseaux serpigineux, immatures CD31+/endomucine+ et les vaisseaux
matutes CD31+/a-SMA+. Ces derniers poutraient étre liés a une bonne réponse au traitement dans notre modele murin
car ils étaient quatre fois plus présents dans notre modele intra-osseux de bonne réponse a la doxorubicine. Ces travaux
suggerent un role décisif du microenvironnement dans la réponse de 'ostéosarcome a la chimiothérapie avec une cinétique
de volume tumoral et une nécrose variable entre les deux sites de développement de notre modéle. L'analyse vasculaire
innovante en immunofluorescence par multiplexing doit étre évaluée de manicre dynamique, avec une analyse précoce du
développement tumoral, pout comprendre si les vaisseaux matures CD31+/a-SMA+ sont les marqueurs d’un facteur de
bon pronostic ou ceux d’une normalisation vasculaire. Des tumeurs osseuses humaines devraient étre évaluées sur ces
marqueurs vasculaires spécifiques en tant que potentiels marqueurs de bonne réponse a la chimiothérapie.

Title : Impact of the microenvironment and tumor vasculature in the response of osteosarcoma to
chemotherapy

Keywords: Osteosarcoma, microenvironment, vascularization, immunohistochemistry.

Abstract: Osteosarcoma, the most common malignant primary bone tumor, is currently treated with chemotherapy and
surgery. Recent works suggest that the tumor microenvironment may be a key element in tumor development and
therapeutic understandings. We hypothesized that microenvironment heterogeneity may play a role in its response to
chemotherapy. We also search for specific vascularization labelings in immunohistochemistry linked to the area and the
quality of response to treatment. Tumor initiation site with osteosarcoma MOS-] syngeneic mouse model was performed
in intra-osseous and paratibial sites. We observe a significant difference in the Doxorubicin treatment response between
these two conditions in tumor volume and induced necrosis. We then focused our vascular network analysis on different
areas with immunohistochemistry and immunofluorescent multiplexing in control and Doxorubicin conditions.
Doxorubicin seems to lower CD31+ element expression in the invasion front. We observe a specific distribution of the
two kinds of vessels assessed in confocal microscopy CD31+/endomucint sprouting vessels and CD31+/a-SMA+
mature vessels. These last ones may be linked to a good response to chemotherapy in our mouse model as they were four
times more present in our intra-osseous good response model to chemotherapy. This work suggests a decisive
microenvironment role in osteosarcoma response to chemotherapy with differential tumor kinetic and necrosis between
two development sites in our model. The innovative vascular analysis by immunohistochemistry multiplexing must be
assessed dynamically, with an eatlier tumor development analysis, to understand if the CD31+/a-SMA+mature vessels are
a good prognosis marker or a vascular normalization. Human tumor bone material should be evaluated on these specific
vascular markers as potential useful response markers to chemotherapy.
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