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Figure 1 : La plévre.

La plévre, tunique séreuse enveloppant les poumons, est constituée d’un feuillet viscéral
tapissant la surface du poumon et d’un feuillet pariétal tapissant la face interne de la cage
thoracique. Ces deux feuillets délimitent une cavité virtuelle : la cavité pleurale.

Une préparation histologique de plevre viscérale humaine colorée par un trichrome de
Masson modifié Goldner (x250) révéle que la plévre est délimitée par un épithélium
unistratifié nommé mésothélium. En microscopie électronique, les cellules mésothéliales
apparaissent fortement associées les unes aux autres par des jonctions adhérentes (x12000)
et présentent de longues microvillosités branchées (x9000). Leur cytoplasme contient de
nombreuses vésicules de pinocytose. Le mésothélium repose sur une lame basale
dédoublée d’une strate elastique qui le sépare d’un tissu conjonctif.
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I. Le Mésothéliome Pleural Malin (MPM)

I.LA.  Le mésothélium pleural : description

LA.L La pléevre

La plévre, située entre les poumons et la cage thoracique, joue un rdle essentiel dans la
mécanique ventilatoire car elle assure la cohésion du systeme pulmonaire et diminue les
frottements occasionnés par les mouvements respiratoires. En plus d’étre 1’enveloppe
mécanique du poumon, la plévre participe également aux réactions immunitaires et
inflammatoires en réponse aux agressions exogenes et endogenes.

La plévre, une séreuse dérivée du ceelome intra-embryonnaire, se constitue de deux feuillets :

e Un feuillet viscéral qui recouvre la surface du poumon y compris les faces

médiastinales, diaphragmatiques et scissurales jusqu’a leur insertion hilaire.

e Un feuillet pariétal tapissant la face interne de la cage thoracique.

Ces deux feuillets délimitent une cavité virtuelle appelée « cavité pleurale ». Cette cavité
étanche, a une pression inférieure de 4 mm de mercure a la pression atmosphérique, contient
10 a 20 ml de liquide pleural, qui permet le glissement de ces feuillets I’un sur 1’autre lors des
mouvements respiratoires et peut héberger des cellules du systéme immunitaire inné dont des
macrophages (Figure 1).

La plevre est revétue d’un épithélium unistratifié, dérivé du mésoderme, appelé mésothélium,
constitué de cellules mésothéliales juxtaposées et jointives reposant sur une membrane basale
qui le sépare d’un tissu conjonctif sous-mésothélial. L’épaisseur de chaque feuillet pleural se
compose ainsi de cing couches successives, qui sont depuis la cavité pleurale (Peng et Wang,
2003) (Figure 1) :

e Les cellules mésothéliales

e Lamembrane ou lame basale

e Une couche élastique superficielle

e Une couche de tissu conjonctif lache contenant les vaisseaux sanguins, les vaisseaux
lymphatiques, et les nerfs. Cette couche contient également une sous-couche
d’adipocytes dans le feuillet pariétal.

e Une couche fibro-élastique profonde.
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.LA.2. Les cellules mésothéliales pleurales

Les cellules mésothéliales, comme toutes cellules épithéliales, présentent des caractéristiques

propres a leur état hautement différencié :

1) leur morphologie : ce sont des cellules pavimenteuses, comportant un noyau rond

en position central ou 1égérement ovalaire a petit nucléole.

2) leur cohésion, permise par les nombreuses interactions cellule-cellule qu’elles
forment. Ces liaisons impliquent des molécules d'adhésion dépendantes (cadhérine, sélectine,
intégrine) ou non du calcium (Cell Adherence Molecule ou CAM) ainsi que des jonctions

intercellulaires de type adhérentes (desmosomes).

3) leur polarité cellulaire tres marquée ; le domaine apical (en regard de la cavité
pleurale) est le domaine le plus spécialisé, il porte de longues microvillosités flexueuses et
branchées (Figure 1) et la plupart des récepteurs aux facteurs de croissance (EGF (Epidermal
Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor)...). Le domaine basal, lui, établit des
jonctions de type cellule-matrice (hémidesmosome) ainsi que des adhésions focales grace aux
molécules d’adhésion qu’il exprime (protéoglycanes a héparane sulfate (syndécane 1,
syndécane 4), récepteur a 1’acide hyaluronique (CD44)), intégrines, molécules qui
interagissent avec les composants de la lame basale (collagéne de type | et IV, réticuline,

fibronectine, laminine).

4) leur cytosquelette : les filaments intermédiaires de ces cellules sont constitués de
cytokeératines ; ces filaments de kératine s’enroulent autour du noyau de la cellule, et se
projettent et s’attachent aux desmosomes et hémidesmosomes, contribuant ainsi a la rigidité
de D’épithélium et au maintien de la cohésion entre cellules adjacentes. Ces cellules

contiennent également des filaments intermédiaires composés de vimentine.

5) I’absence de prolifération cellulaire : les cellules meésotheliales, bloquées en
GO0/G1, sont renouvelées par la prolifération et la différenciation de cellules basales
progeénitrices. Les cellules mésothéliales se renouvellent lentement (<1% de cellules sont en

mitoses dans un mesothelium).

De par leur origine mésodermique, contrairement aux autres cellules épithéliales, la cellule
mésothéliale posséde quelques propriétés mésenchymateuses, elle exprime notamment des

molécules telles que la N-cadhérine (protéine des complexes jonctionnels) ou encore, comme

10
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évoque plus haut, de la vimentine (constituant des filaments intermédiaires). Ces propriétés

mésenchymateuses leur conferent une certaine plasticité.

Le mésothélium pleural assure plusieurs fonctions :

|.B.

Il constitue une barriere de protection contre les agressions physiques et les
micro-organismes du fait que les cellules meésothéliales partagent entre elles des

jonctions serrees.

Il constitue une barriere de surface non adhésive facilitant les mouvements

respiratoires.

Il assure une fonction de présentation antigénique, le contréle du transport des fluides
et des cellules, depuis le secteur vasculaire et lymphatique vers l'interstitium et le
poumon sous-jacent. Les cellules mésothéliales sécrétent aussi des cytokines,
impliquées dans la réaction inflammatoire et immunitaire, en stimulant la

prolifération des lymphocytes T CD4+.

Enfin les cellules mésothéliales contrblent la composition du liquide pleural
(naturellement pauvre en protides et en cellules), les éléments de ce liquide transitent

via des vésicules de pinocytose a travers le cytoplasme de ces cellules.

Les pathologies de la plevre

La plévre est le siége de pathologies bénignes (épanchements exsudatifs de nature infectieuse

ou inflammatoire, fibrose allant jusqu'a la constitution de véritables "plaques"” pleurales) ainsi

que de tumeurs bénignes mésenchymateuses (tumeur pleurale fibreuse solitaire, tumeur

adénomatoide, lipome), ou maligne primitive (mésothéliome). La plévre peut également

devenir le site secondaire de développement de tumeurs cancéreuses d’origine pulmonaire

(cas frequent du fait de la contiguité entre le poumon et la plevre) ou extra-pulmonaire,

métastatique (notamment mammaire) (Cagle et Allen, 2011).

Le mésothéliome pleural malin (MPM) qui fait I’objet de ce travail de these, est ainsi une

tumeur primitive rare (autour de 1000 cas annuel en France) mais extrémement agressive, se

développant a partir des cellules mésothéliales.

11
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Figure 2: Fibres d’amiante.
A: Fibre serpentine (souple, pliable et courte) et fibre amphibole (plus rigide, longue et
fine), en microscopie électronique a balayage. B: Comparaison structurale des différentes

types de fibres (microscopie électronique). C: Cellules au contact de corps abestotiques en
microscopie photonique.
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I.C. Etiologie et facteurs de risques du Meésothéliome pleural
malin (MPM)

Le MPM survient le plus souvent suite a une exposition professionnelle a I’amiante (83% des

cas), toutefois d’autres facteurs étiologiques sont aujourd'hui connus.

1.C.1. Fibres d’amiante et exposition.

L’amiante est une fibre minérale naturelle (silicate fibreux), classée cancérogene de
catégorie 1 par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), dont il existe deux

sous-groupes (Ruffié et Margery, 2007) (Figure 2) :

o Les fibres serpentines ou chrysotiles : fibres courtes, pliables et souples.

o Les fibres amphiboles (crocidolite, amosite, trémolite, anthophyllite et actinolite) :

fibres longues et fines, comparables a des aiguilles.

Ces fibres ont été massivement utilisées dans l'industrie apres la premiere Guerre Mondiale,
pour la multiplicité de leurs usages liée a leurs caractéristiques physicochimiques (résistance a
de hautes températures, inertie chimique, imputrescibilité, résistance mécanique), leur
élasticité et leur faible colQt. Trois principaux types d'exposition a I'amiante sont répertoriés

(Institut de veille sanitaire (InVS)) :

o les expositions professionnelles : Cette exposition directe autrefois liée a

I'extraction et a la transformation mais maintenant due au désamiantage.

o les expositions extraprofessionnelles ; expositions para-professionnelles
(nettoyage des vétements souillés par les poussiéres d'amiante), domestiques (objets ménagers
contenant de I'amiante) et les bricoleurs occasionnels (Andujar et al., 2016).

o les expositions environnementales ; expositions liées aux gisements naturels
d'amiante (site géologique), aux installations libérant des fibres dans Il'atmosphére
(industrielle: mine a ciel ouvert, ou usine de transformation de l'amiante; dégradation,
rénovation ou déconstruction de batiments amiantés) ou a la pollution urbaine (Ruffié et
Margery, 2007). Ces expositions environnementales représentaient 6.3% des dossiers

« amiante » enregistres par le Fonds d'indemnisation des victimes de I'amiante en 2007.

12
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Le risque de développer un mésothéliome suite a une exposition aux fibres d’amiante dépend

de plusieurs facteurs :

o Le temps écoulé depuis le début de 1’exposition, la dose cumulée d'amiante (fibres/ml
d'air x nombres d'annees), les pics d'exposition et le type de fibre inhalée. Une relation
dose-effet a en effet été démontrée, et il n’existe aucun seuil en dessous duquel il n’y a

pas d’exces de risque de MPM (Scherpereel, 2006).

o Les propriétés physicochimiques ainsi que la taille et la géométrie des fibres d'amiante
(déterminant leur pénétration dans les voies respiratoires) et leur bio-persistance en
milieu pulmonaire influencent leurs propriétés cancérogenes. Il est reporté que les
amphiboles, plus utilisées dans les pays anglo-saxons, ont un pouvoir carcinogene plus
important que les chrysotiles, les fibres supérieures a 5um de longueur et inférieures a

0,25um de diametre étant plus nocives (Gilham et al., 2016).

Le mésothéliome se développe trés lentement et débute généralement plusieurs dizaines
d’années avant le diagnostic radio-clinique. En effet, il existe une période de latence assez
longue de 20 a 40 ans entre I’exposition a I’amiante et ’apparition de la maladie, nécessaire
au développement multi-étapes de ce cancer et pouvant varier selon les individus (Hodgson et
al., 2005; Marinaccio et al., 2007) (Figure 3).

1.C.2. Autres facteurs de risques

Bien que I’amiante soit le principal agent étiologique du MPM, dans pres de 20% des cas,

d’autres facteurs de risques sont incriminés (Andujar et al., 2016):
. Les autres fibres minérales ou artificielles :

L’érionite, classée cancérigene par le CIRC, est une fibre minérale naturelle de la famille des
zéolites (Metintas et al., 2002) possédant des propriétés physiques similaires a I'amiante et
présentant des caractéristiques et des dimensions tres comparables aux crocidolites (Carbone
et al., 2007). Cette fibre est clairement associée au risque de survenue du MPM : I'exposition
a l'eérionite, retrouvée dans la roche des habitations de certains villages de la Cappadoce en
Turquie, a induit un mésothéliome chez la moitié de la population (Baris et Grandjean, 2006;
Baris et al., 1987); et causée 50% des déces chez ces habitants (Carbone et al., 2007). Cette
fibre a été plus récemment détectée aux Etats-Unis dans le Dakota et le Montana (Carbone et

al., 2011), contaminant le talc médicinal de la marque Colgate, et dans le centre du Mexique,
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et est associée dans ces régions a un risque accru de MPM et de cancer du poumon (Ortega-
Guerrero et al., 2015).

L’exposition a d’autres fibres minérales naturelles (fluoro-édénite de la famille des
amphiboles), ou artificielles (les nanotubes de carbone) (Miozzi et al., 2015) est également
susceptible d’étre associée a un exces de cas de mésothéliome dans la population. Les fibres
ceramiques réfractaires, dont le potentiel cancérogéne est prouve expérimentalement chez
I'animal (Bunn et al., 1993) et par des données humaines (Greim et al., 2014; Walker et al.,
2012), sont classées cancérogenes catégorie 2B.

Les nanotubes de carbone peuvent présenter un risque d'inhalation semblable a celui de
I'amiante, en raison de leur ressemblance élevée et de leurs propriétés biopersistantes.
Récemment Chernova et collaborateur, ont montré que les nanotubes de carbone a longues
fibres induisent un mésothéliome malin avec perte d’expression CDKN2A de la méme facon

que I’amiante (Chernova et al., 2017).

o Les radiations ionisantes, le plus souvent aprés une radiothérapie thoracique en
mantelet pour un lymphome, ou encore chez des travailleurs d'énergie atomique exposés a de
faible niveau de radiation (Metz-Flamant et al., 2011). Si plusieurs articles de la littérature
font référence a l'irradiation comme inductrice de mesothéliome (Chirieac et al., 2013; Farioli
et al., 2013; Hodgson et al., 2007), peu de travaux établissent un lien statistiquement
significatif entre un meésothéliome et I'exposition aux radiations ionisantes non médicales
(Goodman et al., 2009).

o Le virus simien 40 (SV40), est un virus a ADN identifié pour la premiére fois chez
le singe puis inoculé chez I'nomme par des vaccins contre la poliomyélite contaminés(Cutrone
et al., 2005). Son role dans I'étiologie du MPM a été tres discuté malgré de nombreuses
publications sur ce sujet (Lépez-Rios et al., 2004; Pass et al., 2004; Thanh et al., 2016). Il a
été établi que des séquences ADN du SV40 ont contaminé accidentellement de nombreux
laboratoires a l'origine de ces articles, basés sur des réactions de PCR positives du fait de ces
contaminations dans des échantillons de meésothéliomes, lymphomes non Hodgkiniens,
d'épendymomes, ou tumeurs des plexus choroide. Le SV40 est un virus oncogéne du singe
(pas I'nomme) par deux protéines, I'Ag T et I'Ag t qui se fixent aux génes suppresseurs p53
(TP53) et Rb pour les inactiver et permettre ainsi la replication virale. Les séquences codantes
de ces deux génes viraux ont servi a construire les plasmides bactériens a I'origine de I'essor
de la biologie moléculaire et il était donc logique d'amplifier de telles séquences par PCR
dans des laboratoires de biologie moléculaire utilisant largement de tels plasmides.
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Cependant, le SV40 peut étre oncogéne a lui seul, causant une transformation maligne de
cellules murines, simiesques, voire mésothéliales humaines, et son association avec une
exposition des cellules a I'amiante induisait une résistance a l'apoptose induite par la
chimiothérapie (Cleaver et al., 2014). Ce virus avait contaminé les lots de vaccin contre la
poliomyélite de 1956 a 1961 et aurait pu contaminer ainsi des millions d'enfants, explication
avancée pour rendre compte de la détection de séquences virales dans des tumeurs humaines.
Cependant, aprés cette contamination accidentelle, aucune étude épidémiologique de
population n'a pu démontrer une augmentation d'incidence de mésothéliomes ou de
lymphomes. La derniére étude négative remonte a 2003, sur le registre de I'ensemble de la
population Danoise ou 19,5 millions de personnes/années ont été observées (Engels et al.,
2003).

. Les facteurs génétiques constitutionnels. Le seul géne de prédisposition au
mésothéliome clairement identifié est BAP-1 (BRCAL associated protein-1) dont la perte
d'expression a été reliée a la survenue de mésothéliome (Carbone et Yang, 2017; Testa et al.,
2011). En effet, dans la littérature, la présence d’un faible nombre de mésothéliome chez
I’enfant ainsi que l'agrégation de cas familiaux suggérait déja une possible cause génétique
(Ascoli et al., 2007; de Klerk et al., 2013). L'étude de familles de Cappadoce (Turquie)
exposées a une contamination aérienne par des mines d'amiante a ciel ouvert, a permis
I'identification de ce gene (Carbone et al., 2007). En effet dans des maisons pourtant
mitoyennes, aucun membre d'une premiere famille n'avait jamais présenté de mésothéliome,
sur trois générations, alors que plusieurs membres de la famille voisine, présentaient un MPM
a chague génération. Ces données ont permis, apres prélévement sanguin (extraction de
I'ADN leucocytaire de tous les membres de cette famille) de découvrir I’implication du géne
BAP-1 (3p21.1) dans le développement du MPM. Les sujets atteints de mesothéliomes avaient
une mutation stop de BAP-1 sur un alléle et une perte de I'autre alléle, aboutissant a une perte
d'expression protéique, désignant BAP-1 comme un gene suppresseur de tumeur. Rapidement,
comme tous les autres génes suppresseurs, un véritable syndrome familial de susceptibilité
aux cancers a été identifie, par mutation germinale de BAP-1, avec la survenue dans ces
familles, a une frequence anormalement élevée de tumeurs rares telles que le mélanome uvéal,
le cancer du rein a cellules claires, ou encore le mésothéliome en cas d'exposition a I'amiante
(Matullo et al., 2013; You et al., 2007). BAP-1 est une protéine capable d'interagir avec
BRCA1 (Breast Cancer 1) dont la fonction reste encore discutée. Son activité d'histone

déubiquitase au sein du complexe Polycomb la relie au contrdle épigénétique de I'expression
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Tableau 1: Pays consommateurs d’amiante dans le monde.

Consommation d’amiante

Pays consommateur en tonnes (en 2014)

Russie 607 827
Chine 507 016
Inde 379 011
Brésil 154 233
Kazakhstan 67 508
Indonésie 53901
Sri Lanka 52 214
Thailande 42 618

La consommation d'amiante mondiale est toujours soutenue. En Europe, le
marché est pratiquement inexistant a 1’exception de la Russie qui fait partie des
principaux consommateurs avec la Chine, I'Inde et le Brésil qui consomment a
eux 4 plus de 84 % de I'amiante mondiale (d’aprés 1’Aléa). C’est en Chine, en
Thailande et dans le sous-continent indien que la consommation d’amiante
augmente le plus fortement.
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des geénes, cependant son association a BRCAL l'impliquerait dans les mécanismes de
réparation de 'ADN. Des mutations somatiques de BAP-1 sont retrouvees dans 20 a 25% des
mésothéliomes sporadiques en dehors de tout contexte familial avec une prédominance dans
les formes épithéliales, et associées a un meilleur pronostic. Les formes familiales de
mésothéliomes avec mutation de BAP1 représenteraient 6% des MPM (Ohar et al., 2016),
cependant, les mutations germinales sont rares parmi les MPM sporadiques (Sneddon et al.,
2015).

o Des facteurs hormonaux au vu du nombre croissant de cas de MPM recensé chez
les femmes sans lien avec une exposition évidente a I'amiante (Le Stang et al., 2010), mais
qui pourrait aussi suggérer des expositions industrielles, environnementales ou para-

professionnelles non identifiées chez ces femmes.

o Des agents chimiques tels que bromates, nitroso-urées ou nitrosamines.

o Par contre, le tabac, contrairement au cancer bronchique n'est pas un facteur de

risque du mésothéliome (Erren et al., 1999).

I.D. Epidémiologie

1.D.1. Les chiffres dans le Monde

Le MPM longtemps négligé di a sa rareté est aujourd'hui consideré comme un véritable
probleme sanitaire autant que socio-politique. Ce revirement de situation témoigne de I'impact
des projections épidémiologiques alarmistes avec une augmentation de 1’incidence du MPM
en Europe de I’Ouest attendue jusqu’en 2020, avec au total 250.000 déces dans le monde dans
les 30 prochaines années (Peto et al., 1999), principalement chez d'anciens travailleurs
exposés a leur insu a l'inhalation d'amiante, sans que les autorités gouvernementales n‘aient
pris conscience des risques de ces fibres.

Au cours de la seconde moitié du 20°™ siécle et encore aujourd'hui, malgré l'interdiction de
I'amiante, I’incidence du MPM ne cesse d'augmenter a 1'échelle mondiale avec une trés forte
Iétalité (10 000 a 15 000 déces chaque année dans le monde) a cause de son délai de latence
important entre 1’exposition a I’amiante et I’apparition du cancer. L'incidence atteint environ
8 a 30 cas/million/an dans les nations occidentales industrialisées, en fonction de I'exposition
des populations a Il'amiante durant les décennies passees (Robinson, 2012). Malgré
I’interdiction de I’amiante dans de nombreux pays, le MPM reste un probléme de santé
publique majeur. En effet, I'épidémie gagne les pays émergents ou en voie de développement,

qui utilisent I’amiante en abondance de fagon peu voire non réglementée (Tableau 1).
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1.D.2. Incidence en France

Le mésothéliome représente moins de 1 cas/million/ans en France dans la population
générale, mais 50 a 100 cas/million/ans dans la population exposée a 1’amiante. L'incidence
actuelle du MPM est d'environ 1000 cas/an en France, soit une incidence d'environs 16
cas/million/an, plus importante chez I'homme que chez la femme due principalement a
I'exposition professionnelle a I'amiante. Le pic de d'incidence se situe aux alentours de 65 ans,
en raison du long délai de latence de I’ordre de 20 a 40 ans entre le début de I’exposition et le

développement du cancer.

La Normandie compte parmi les régions les plus touchées avec une incidence plus élevée (20
nouveaux cas ou plus par an), a cause de la concentration danciennes usines de
transformation de I'amiante dans la vallée de la Vére autour de Conde-sur-Noireau, ou de
chantiers navals a Port-en Bessin, Cherbourg ou au Havre.

Au vu de l'augmentation de I'incidence francaise du MPM depuis les années 1960 (Figure 4),
un Programme national de surveillance des mésothéliomes (PNSM), couvrant aujourd’hui 21
départements, a été mis en place en 1998 par 1’'InVS (Figure 5). Le PNSM constitue un
systeme de surveillance épidémiologique des effets de I'amiante sur la santé de la population

francaise a travers le suivi permanent du MPM. Ces principaux objectifs sont :

o d’estimer I’incidence nationale du mésothéliome en France, son évolution et de la

fraction attribuable aux expositions professionnelles a I’amiante;
o de contribuer a la recherche d’autres facteurs étiologiques éventuels ;

o de contribuer a la recherche et a I’amélioration des techniques diagnostiques du

mésothéliome dont le diagnostic anatomopathologique;

o d’évaluer sa prise en charge médico-administrative (reconnaissance du MPM comme

maladie professionnelle).

D’apres I’InVS 2015, le pic d’incidence sera atteint en France en 2020 avec 1200 cas/an a
cause du pic d’utilisation dans les années 1970. D’aprés le registre national des
mésotheliomes, le plateau d'incidence aurait été atteint chez I'nomme mais continuerait
d'augmenter chez la femme, particulierement chez des femmes sans exposition connue a
I’amiante (Le Stang et al., 2010). Afin d'affiner les estimations épidémiologiques en
complétant les données du PNSM, la déclaration obligatoire du mésothéliome a été créée
1éme

en janvier 2012, faisant de ce cancer la 3 maladie & déclaration obligatoire.
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Tableau 2: Nombre de déces par mésothéliome en France de 2000 a 2009 (Source:
Inserm-CépiDC).

Annee Hommes Femmes Toral
2000 765 265 1030
2001 701 270 971

2002 815 260 1075
2003 754 275 1029
2004 775 273 1048
2005 774 298 1072
2006 825 279 1104
2007 773 269 1042
2008 803 302 1105
2009 826 289 1115

Projection du nombre annuel de décés par mésothéliome chez les hommes
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Figure 6 : Nombre de déces annuel par mésotheliome, observés et projetés, chez
I’homme de 1955 jusqu’en 2050 (Goldberg et Rey 2012).
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1.D.3. Mortalité en France

Goldberg et Rey, estiment a 25 a 36 milliers de décés par mésothéliome en France entre 1955
et 2010 en se basant sur les données du centre d'épidémiologie sur les causes médicales de
déces (CépiDc), I'Institut national de la Santé et de la Recherche médicale (Inserm) et le
PNSM (Tableau 2). lls remettent ainsi en cause le pronostic de la progression continue de
I’incidence jusqu’en 2025 en proposant une modélisation alternative. D'apres leurs travaux
publiés par I’InVS en 2013, le pic de mortalité par mésothéliome pleuraux semble avoir été
atteint en France au début des années 2000, avec entre 850 et 1 100 déces annuels (631 a 815
déces annuels chez les hommes et de 245 a 310 chez les femmes), et d’une persistance de
I’épidémie jusqu’en 2025.

Néanmoins, méme si la mortalité commence a décroitre chez I'homme de par la baisse
d'incidence, et devrait se stabiliser vers 2030 (au méme niveau que dans les années 70)
(Figure 6), il est attendu 18 a 25 milliers de décés par mésothéliome d’ici 2050 en France
(Goldberg and Rey, 2012).

Malgreé les avancées thérapeutiques récentes, le pronostic du MPM reste trés défavorable. Les
manifestations cliniques étant peu spécifiques et survenant a un stade avancé de la maladie, le
diagnostic est établi tardivement. Les patients ont une médiane de survie globale (SG) faible
de 12 a 24 mois pour une maladie localisée et seulement de 8 & 14 mois pour une maladie
avancée (Brosseau et al., 2017; Nelson et al., 2017) et présentent un taux de survie a 5 ans de
moins de 10%. La survie est par ailleurs fortement influencée par le sous-type histologique.
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Tableau 3: Marqueurs immunohistochimiques (IHC) capitaux pour le diagnostic du MPM.

Marqueurs positifs Marqueurs négatifs

Calrétinine TTF-1 (Thyroid transcription factor-1)
Cytokératine 5/6 ACE
WT1 (Wilms tumor gene-1) Ber EP4
marquage nucléaire (positivité focale dans 20% des cas)
EMA (Antigéne membranaire anti-épithélial)
o CD34
marquage membranaire intense
Pan-cytokératine KL1 ou AE1-AE3 Bcl2

Récepteurs au cestrogenes et a la
progestérone

Les cibles recherchées en IHC varient selon le type histologique (épithélioide vs
sarcomatoide), la topographie de la tumeur (pleural versus péritoneal) et le type de tumeur a
considérer pour le diagnostic differentiel (adénocarcinome, carcinome épidermoide,
mélanome malin, tumeur fibreuse solitaire).

Pour établir le diagnostic du MPM, I'utilisation de deux marqueurs positifs et de 2 marqueurs
négatifs (favorisant le diagnostic d'adénocarcinome ou de sarcome) est recommandée.

Sarcomatoid
(10%)

(20%)

Meilleur pronostic
Chimiosensible

Mauvais pronostic
Chimioresistant

Figure 7 : Les types histologiques du mésothéliome pleural malin.
Le type épithélioide est de meilleur pronostic et chimiosensible alors que les types
sarcomatoides et mixtes sont de mauvais pronostic et chimiorésistants.
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I.E. Classification histopathologique du MPM

Le diagnostic histologique du mésothéliome est complexe et difficile. Il s’appuie sur une
procédure standardisée et de confirmation par un panel "tumeurs rares"”, labellisé par I'INCa,
d’experts en anatomopathologie : le groupe MESOPATH. Il repose sur I'analyse de plusieurs
marqueurs immunohistochimique (Tableau 3) afin de distinguer d'une part un MPM de
lésions pleurales bégnines, inflammatoire ou réactionnelles, et d'autre part de métastases
pleurales d'un adénocarcinome pulmonaire ou extra-thoracique, ou encore d'un sarcome pour
les sous-types sarcomatoides. La déclaration d'un mésothéliome et sa certification
anatomopathologique sont devenus obligatoire en 2011.

La nouvelle classification de 2015, des tumeurs de la plevre, par I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) est basee sur des critéres histopathologiques (Travis et al., 2015). En effet, la
tumeur peut prendre de nombreux aspects histologiques du fait de la grande plasticité
morphologique des cellules mésothéliales pouvant mimer des cellules de types trés différents,

de la cellule épithéliale a sarcomateuse (Husain et al., 2013) (Figure 7):

» Le MPM épitheélioide représente 70% des mésothéeliomes, il est de meilleur pronostic et
réputé plus chimio-sensible avec une mediane de survie de 14 mois (Wang et al., 2017) .
Le type épithélioide est réparti en plusieurs variantes architecturales et cytologiques. Sur
le plan architectural la forme épithélioide possede un grand polymorphisme histologique
avec des formes tubulo-papilllaire, micropapillaire, acinaire, adénomatoide, kystique ou
encore solide. Les variantes architecturales ont peu ou pas d’implication pronostique
alors que les variantes cytologiques, notamment avec les formes rhabdoides, déciduoides
ou pléiomorphes, sont décrites dans certaines études comme de moins bon pronostic. Il
est a noter que I’élévation des atypies nucléaires, des mitoses ou de I’'index de

prolifération sont des facteurs de mauvais pronostic (Kadota et al., 2012).

» Le MPM sarcomatoide représente 10% des meésothéliomes, il est de mauvais pronostic et
chimio-résistant avec une mediane de survie globale d'a peine 5 mois (Wang et al.,
2017). Cette forme résulte de la prolifération de cellules fusiformes organisées en
faisceaux enchevétrés ou s’agengant au hasard. Le sous-type desmoplastique est une
variante du type sarcomatoide, trés agressive mais rare représentant 2% des

mésothéliomes et se caractérise par un aspect tres fibreux, pauvre en cellules fusiformes.
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subir une transformation maligne entrainant un mésothéliome (d’aprés Benedetti et al.,

2015).
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» Le MPM biphasique ou mixte représente 20% des cas, il est de moins bon pronostic que
le sous-type épithéloide mais meilleur que le sarcomatoide avec une médiane de survie
d'un peu plus de 10 mois (Wang et al., 2017), limportance de la composante
sarcomatoide étant associée au pronostic péjoratif. Pour considérer qu’un mésothéliome
est biphasique, il faut que le pourcentage de chaque composante (épithélioide et

sarcomatoide) représente au minimum 10% de la tumeur.

I.F. Caractéristiques moléculaires de la cancérogenéese pleurale

l.F.1. Dommages induits par les fibres d’amiante

Comme tous les cancers, le MPM résulte d’une perturbation de I'homéostasie cellulaire
aboutissant a I’immortalisation et une prolifération incontrélée, une dé-différenciation et
I’acquisition d’un potentiel invasif par les cellules mésothéliales.

La carcinogenese pleurale est un processus multi-étapes qui requiere de nombreux
changements génétiques avant que la transformation néoplasique ne soit complete et
irréversible. A ce jour, les mécanismes exacts de la carcinogenése induits par l'amiante ne
sont pas encore établis avec précision. Les recherches des caractéristiques carcinologiques du
MPM étant confrontées a certaines difficultés, dont I’absence de lésion précancéreuse
clairement identifiée, si ce n'est des lésions d'hyperplasie mésothéliale bénignes parfois
observées sur des biopsies de sujets exposes a I'amiante avec pleurésie bénigne récidivante, et
surtout un temps de latence extrémement long entre exposition a I’amiante et la survenue de la
tumeur. Néanmoins, il est établi que les fibres inhalées migrent des alvéoles périphériques
jusqu'a la cavité pleurale virtuelle, soit passivement soit aprés phagocytose par des
macrophages, incapables de dégrader ces fibres et qui pour une raison non comprise
actuellement, ne pourraient étre éliminées ou drainées dans la circulation lymphatique.
L’exposition continue a I’amiante & ce niveau entrainerait une réaction inflammatoire
chronique, avec production chronique de ROS (Reactive Oxygen Species) induisant des
mutations de I'ADN ou des altérations épigénétiques responsable d'une croissance incontrolée,
d'une resistance a I'apoptose et donc de la survenue d'un MPM (Dianzani et al., 2006; Kumar-
Singh et al., 1999; Lee et al., 2007) (Figure 8).

Récemment, l'instillation de longues fibres d'amiante (ou de longs nanotubes de carbone) dans
la cavité pleurale de souris non immunodéprimées sur de longues périodes de temps (jusqu'a 6
mois ou 1 an) a permis de reconstituer expérimentalement les étapes morphologiques et

moléculaires aboutissant a la formation d'un meésothéliome en tous points semblables a ceux
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Figure 9 : Activation de voies de signalisation intracellulaires par interactions directes
de I'amiante au récepteur de ’EGF ou aux intégrines.

La fixation des fibres d'amiante a ’EGFR et/ou aux intégrines active des voies de
signalisation cellulaires, qui régulent I'expression de génes et le devenir de la cellule
conduisant a la transformation cellulaire, a la survie et a la prolifération des cellules
cancereuses, a l'angiogenése et a l'invasion. L'interaction directe avec le récepteur a EGF
active la voie Ras-Raf et les ERK (Extracellular signal- regulated kinase), qui contrélent
I'expression et I’activité transcriptionnelle des membres de la famille Fos de la protéine
activatrice-1 (AP-1). L'activation de la PI3BK/AKT favorise la survie cellulaire par NF-kB.
(d’apres Benedetti et al., 2015)
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observés chez I'nomme, avec l'apparition de lésions inflammatoires chroniques, riches en
lymphocytes T et fibroblastes (Chernova et al., 2017). A 6 mois post-injection apparaissaient
des lésions d'hyperplasie mesothéliale avec une augmentation du marquage Ki67, cependant
I'ADN de ces cellules était enrichi en 8-OH-2'-deoxyguanosine (8-OH-dG), un marqueur de
stress oxydatif bien connu. Sur 32 souris exposées a I'amiante (25 a 50 pg) dans cet article, 3

ont développé un mésothéliome 18 a 20 mois post-injection (Chernova et al., 2017).

L’hypothése privilégiée pour expliquer les mécanismes par lesquels I’amiante induit le
MPM est donc une action indirecte des fibres d’amiante provoquant une inflammation
chronique de la plévre pariétale recrutant des phagocytes (Lee et al., 2007) (Figure 8). La
phagocytose incomplete des fibres par les macrophages genérerait des ROS et de I’azote
mutageénes qui entretiendraient 1’inflammation et altéreraient la molécule d’ADN des cellules
mésothéliales, avec 1’apparition d’aberrations chromosomiques et une altération des
mécanismes de réparation de I’ADN (Carbone et al., 2012; Dianzani et al., 2006). En réponse
a 'inflammation, les cellules mésothéliales sécreteraient de nombreuses cytokines et facteurs
de croissance stimulant une néo-angiogenese et la prolifération cellulaire pouvant rendre
compte de la croissance et dissémination des cellules tumorales. La sécrétion de TNFa
(Tumor necrosis factor o) aboutit a 1’activation de la voie NF«kB (Nuclear factor-kappa B) qui
joue un role dans la prolifération cellulaire et la résistance a 1’apoptose, augmentant ainsi le
nombre de cellules mésothéliales qui survivent a ’exposition a ’amiante (Benedetti et al.,
2015). La sécrétion d'IL6 (Interleukine 6) a aussi €té rapportée récemment (Chernova et al.,
2017).

Une action directe de I’amiante par des interactions physiques avec I’ADN reste
discutée mais il semble que les fibres d’amiante puissent provoquer directement des cassures
et des lésions de I’ADN responsables de délétions et surtout d’'une mauvaise dysjonction des
chromosomes pendant la mitose, ce qui et entrainerait a terme des anomalies chromosomiques

structurales et numériques (Huang et al., 2011; Lee et al., 2007).

En plus de leur action sur ’ADN des cellules mésothéliales, les fibres d’amiante activeraient
plusieurs voies de signalisation (STAT3, MAPK, PI3K/AKT/mTOR) intervenant dans la
survie des cellules mésothéliales en aval de récepteurs tyrosine kinase tel que le récepteur a
I'EGF, & I’HGF, ou en aval des intégrines (Figure 9). Des modifications épigénétiques
précoces sont aussi décrites telles que la phosphorylation des histones H3 (Chernova et al.,
2017).
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Figure 10 : Les longues fibres de nanotube de carbone entrainent un mésothéliome a
Iinstar des longues fibres d'amiante car altérent I’expression du géne suppresseur de
tumeur CDKNZ2A (Ink4a/Arf).

Représentation schématique de la séquence des événements dans les plévres d'animaux
exposés aux longues fibres d’amiante ou aux longues fibres de nanotube de carbone montrant
une similitude dans la progression de la maladie induite par ces deux types de fibres longues
qui reproduit le développement du mésothéliome chez I'nomme (Chernova et al., 2017).
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l.F.2. Les altérations génétiques recurrentes du MPM

Le modele expérimental développé par Chernova et al., a permis de mieux comprendre la
carcinogénese par étapes de la cellule mésothéliale en réponse a I'agression des fibres longues
d'amiante, ou de nanotubes de carbone synthétique, I'élément essentiel pour induire cette
carcinogénese étant manifestement la longueur des fibres incriminées (Figure 10). En
injectant ces longues fibres dans la cavité pleurale des souris, et en échantillonnant la plévre a
de multiples temps, pendant les 24 mois de suivi de ces souris, puis en analysant les
altérations histologiques et moléculaires contemporaines, les auteurs nous donnent une idée
assez precise, de la cascade d'événements pro-tumorigéniques. Dans un premier temps les
fibres longues (et pas des fibres plus courtes) induisent des lésions pleurales inflammatoires
avec un afflux de cellules macrophagiques et leucocytaires puis fibroblastiques. Dans ces
Iésions, les cellules mésothéliales apparaissent proliférer avec une augmentation des cellules
Ki67 positives, et une activation des voies des signalisations SRC, MAPK/ERK, STAT3 et
MTOR, cependant une augmentation d'IL6 dans le tissu pleural est retrouvée par
immunohistochimie (IHC). La premiére altération moléculaire retrouvée est épigenétique
avec une hyper-phosphorylation des histones H3 dans ces cellules. En paralléle des Iésions
oxydatives de I'ADN de ces cellules sont mises en évidence a 3 et 6 mois post-instillation sous
la forme d'une augmentation de résidus 8-OH deoxyguanosine. Sur les 32 animaux exposes
aux longues fibres minérales, 3 ont développé un mésotheliome épithélioide typique a 18
mois post-instillation. Comme dans les meésothéliomes humains ces tumeurs ont perdu

9" du geéne Cdkn2a avec une perte du locus p19*™ au

I'expression des produits pl6 et pl
niveau ADN, le locus de pl6 n'étant pas perdu, et une méthylation du promoteur Cdkn2a
(Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A). La perte d'expression protéique p16 et p19”™
comme la méthylation du promoteur du gene, surviennent spécifiquement dans les Iésions
inflammatoires précancéreuses des souris qui finissent par développer un mésothéliome mais
pas chez les souris qui n'en développeront pas, témoignant du caractére précoce de cette
altération dans la carcinogénése pleurale. Par contre dans ce modele, les auteurs n'ont pas
retrouvé d'altération du gene NF2/merlin pourtant fréquemment altéré dans les mésothéliomes
humains (Chernova et al., 2017).

Un certain nombre d’altérations génétiques récurrentes sont ainsi aujourd’hui répertoriées
permettant de mieux caractériser ces Iésions d’un point de vue moléculaire. Ces altérations

génétiques affectent I’expression de genes suppresseurs de tumeurs (des régulateurs négatifs

de la prolifération cellulaire, décrits comme freinant le cycle cellulaire et favorisant
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Figure 11: Cascade de signalisation NF2-Hippo.

Des signaux provenant d'un environnement extracellulaire, transduits via un contact
cellule-cellule (cadhérine), un contact cellule-matrice (CD44) ou des récepteurs aux
facteurs de croissance (RTK), affectent l'activité de NF2. NF2 régule la cascade de
signalisation Hippo en supprimant Il'activité du coactivateur transcriptionnel YAP.

NF2 régule également la voie de signalisation mTOR dans les cellules mésothéliales

(d’aprés Sekido, 2013).
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I’apoptose). Ces génes suppresseurs de tumeurs étant recessifs sont inactivés par délétion du
chromosome portant leur locus et/ou de mutations ponctuelles et/ou hyperméthylation de leurs
promoteurs, ces altérations devant porter sur les 2 alléles.

Les nombreux éveénements oncogéniques typiques d’autres tumeurs (mutations des genes
KRAS, BRAF, EGFR et PIK3CA) sont absents dans le MPM et la perte des genes suppresseurs
de tumeurs plus que I’activation des oncogénes émerge comme étant une signature
moléculaire du MPM (Andujar et al., 2016; Hylebos et al., 2016), les altérations récurrentes
du MPM sont en effet :

e des hyperméthylations de promoteur de génes suppresseurs de tumeurs (RASSF1A
(Ras Association Domaine Family 1 isoform A), p16, WIF1 (Wnt Inhibitory Factor
1),

e des mutations inactivatrices de genes suppresseurs de tumeurs (NF2 (Géne de la
Neurofibromatose de type 2), BAP1),

e des mutations de c-Met, siégeant en dehors du domaine kinase sur les domaines
juxta-membranaire et extra-cellulaire semaphorine. Des amplifications géniques de
bas niveau ont également été décrites, mais leur signification et réle oncogénique

sont incertains (Jagadeeswaran et al., 2006).

I.F.2.a. L’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs

» NF2 (merlin)

Le gene NF2 code pour une protéine « merlin » de 595 acides aminés présentant une forte
homologie de séquence avec les protéines de la famille des ERM (ezrine/radixine/moésine).
Cette protéine joue un role dans la dynamique et la structure de la surface cellulaire en reliant
les protéines transmembranaires au cytosquelette d’actine. NF2 régule ainsi ’interaction des
cellules mésothéliales avec les éléments de la matrice extracellulaire (MEC), et des cellules
mésothéliales entre elles, puisque celle-ci stabilise les jonctions intercellulaires. En stabilisant
ces jonctions, NF2 contribue a 1’établissement et au maintien de la polarité apico-basale des
cellules mésothéliales, polarité précocement perdue au cours du processus de transformation
cellulaire. Par son interaction fonctionnelle avec des protéines d’adhésion telles que le CD44
(récepteur a 1’acide hyaluronique), la kinase des plaques d’adhésion focale : FAK (Focal
Adhesion Kinase) (Poulikakos et al., 2006) ou le récepteur c-Met de HGF, NF2 réprime
plusieurs cascades de signalisation incluant la voie mTOR (Target Of Rapamycin) et active la

voie de signalisation Hippo (Sekido, 2013). La voie de signalisation Hippo se compose de
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Figure 12 : Mécanisme d’action des genes suppresseurs de tumeur pl16 et p14 (ARF)
sur le cycle cellulaire.

Le gene CDKN2A code, par un épissage alternatif, pour deux répresseurs du cycle
cellulaire p16 et p14 (Arf). La séquestration de CDK4/6 par p16 garde la protéine Rb dans
un état actif non phosphorylé. En I’absence de pl6, CDK4/6 fixe la cycline D et
phosphoryle la protéine Rb qui libere alors E2F, permettant la transition de la phase G1 a
la phase S

La protéine pl4 séquestre MDM2. En son absence, MDM2 induit I’ubiquitination de p53
et sa dégradation par le protéasome. La dégradation de p53 provoque la perte du contrdle
du cycle cellulaire. La perte de CDKN2A contribue a la cancérogenése (Al-Kaabi et al.,
2014).
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kinases qui ont en charge de contrdler I’activité des effecteurs terminaux de cette voie que
sont YAP (Yes-associated protein) et son paralogue TAZ (Transcriptional co-Activator with
PDZ-binding motif) (cette voie sera décrite en détail dans la partie Ill, section introduction).
L’inactivation de la signalisation NF2-Hippo (Figure 11) induit ainsi 1’activation de YAP,
responsable de la transcription de plusieurs genes favorisant la prolifération cellulaire et
I’inhibition de I’apoptose. Enfin, NF2 participe a la régulation de plusieurs processus
cellulaire dont I’invasion, la prolifération et la survie des cellules mésothéliales.

Les mutations du géne NF2 (locus 22q12) ont été les premieres altérations moléculaires mises
en évidence dans le MPM (Bianchi et al., 1995; Sekido et al., 1995). Ces mutations sont
fréquentes, elles sont retrouvées chez 14 a 19% des cas de MPM (Bueno et al., 2016; De
Rienzo et al., 2016; Lo lacono et al., 2015). Elles sont soit des délétions de toute ou une
partie du 22q, soit des substitutions conduisant a des protéines NF2 tronquées et inactives, et
a la dérégulation de tous les processus cellulaires que NF2 contribue a contréler (Thurneysen
etal., 2009).

> pl6 et pl4 (géne CDKN2A)

Le gene CDKN2A code, par un épissage alternatif, pour deux répresseurs du cycle cellulaire :
pl6 et pl4 (ARF), participant au controle des protéines Rb et p53 (Lee et al., 2007) (Figure
12). La protéine p16 est un inhibiteur physiologique des kinases dépendantes des cyclines D1
et E contr6lant la transition de la phase G1 a S (point de contréle) du cycle cellulaire par son
interaction avec la kinase CDK4 (Cycline dependent Kinase 4) et la phosphorylation de la
protéine Rb. Ainsi la perte d’expression de pl6 conduit a I’inactivation de la protéine Rb,
essentielle au controle du cycle cellulaire (Sekido, 2013). Les altérations du géne suppresseur
de tumeur p16, décrites fréquemment dans le MPM sont des mutations ponctuelles (2%), de
meéthylation du promoteur (10%), associées a des pertes d’hétérozygotie du locus en 9p21
voir a des délétions homozygotes (70%) (Campbell et al., 2013).

La protéine p14”°~F participe également au contrdle du cycle cellulaire, en interagissant avec
HDM2 (Human double minute 2 homolog) le régulateur négatif de p53. Sa perte d’expression
aboutit a la dégradation de p53 par le protéasome, liée a son interaction avec HDM2. La
séquence codante de pl4 est délétée dans 62% des MPM, soit 55% des formes épithélioides,
65% des sarcomatoides et 71% des biphasiques. Ces délétions sont corrélées avec une survie
globale plus courte et souvent associées avec les types non épithélioides (De Rienzo et al.,
2016). 1l faut noter que presque systématiquement la perte ou inactivation de p16 est associee
a la perte ou inactivation de CDKN2A/p14.
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» BAP1

BAPL1 est une enzyme de déubiquitinisation nucléaire agissant sur la lysine 119 de I'histone
H2A, impliquée dans la régulation des génes cibles importants dans la transcription, la
réparation de I’ADN, le controle du cycle cellulaire et la différentiation cellulaire (Hebert et
al., 2017; Pillappa et al., 2017). L'une des conséquences essentielles de la perte de fonction de
BAPL1 est une augmentation d'expression de la sous-unité EZH2 (enhancer of zeste homolog
2) du complexe de répression de la transcriptionnel Polycomb 2 (PRC2), l'inhibition
pharmacologique de EZH2 induisant I'apoptose des cellules mesothéliales dépourvues de
BAP1 (LaFave et al., 2015).

L’inactivation par mutation somatique de BAP1 sur le chromosome 3p21 a été identifiée
dans 21% des cas de MPM (De Rienzo et al., 2016; Hylebos et al., 2016). Des mutations
germinales sont également décrites (Ladanyi et al., 2012; Testa et al., 2011) responsables
d'un syndrome de susceptibilité au cancer. En effet, certaines familles présentent une
incidence élevée de MPM apres une exposition a I’amiante qui s’explique par la perte d’un
des alleles induite par I’amiante et le deuxieme alléle est inactivé par une mutation germinale
(Betti et al., 2015; Carbone et Yang, 2017). Ces mutations sont souvent des mutations STOP
conduisant a I’arrét de la transcription de BAP1 donc de la synthése de la protéine BAP1, ou
des mutations siégeant sur la séquence permettant a la protéine d’entrer dans le noyau des
cellules (Campbell et al., 2013). Le "syndrome familial BAP1" est aussi caractérisé par
d'autres tumeurs fréquentes dans ces familles, mélanomes uvéaux ou cancer rénaux a cellules
clairs. Cependant dans le MPM, les mutations BAP1 sont le plus souvent somatiques, les

formes familiales restant minoritaires et rares.

» p53

La protéine p53 est un facteur de transcription, décrite comme le gardien du génome
indispensable au maintien de ’intégrité cellulaire, en controlant I’expression de nombreux
génes impliqués dans la prolifération cellulaire, le déclanchement de 1’apoptose et la
réparation de I’ADN. Dans la cellule normale, tres peu de p53 est détectée du fait de sa
dégradation par le protéasome apres liaison avec I’enzyme HDM2, une ubiquitine ligase, et de
sa courte demi-vie, de 20 minutes a peine. En revanche, en condition de stress (Iésion de
I’ADN, anomalie du cycle cellulaire et/ou perturbation de métabolisme cellulaire), cette
interaction pS3/HDM2, est abolie conduisant a la stabilisation de p53 et a I’arrét de la division

cellulaire (en G1/S et G2/M) pour la réparation de I’ADN. Si les dommages ne sont pas
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réparables, la cellule entre en apoptose apres 1’activation d’autres génes apoptotiques tels que
Bax.

La mutation de p53 est la plus commune des anomalies génétiques répertoriées dans plus de
la moitié¢ des cancers chez ’Homme. Dans le MPM, la mutation de p53 sur le locus 17p13 est
un phénomeéne rare (5-10% selon les études) par rapport aux autres cancers (Bueno et al.,
2016; De Rienzo et al., 2016; Jean et al., 2012). Pourtant I'accumulation de protéine p53 dans
le noyau des cellules mesothéliales malignes est retrouvée dans plus de 50% des cas. Cette
accumulation a été imputée a la possible interaction avec 1’antigéne T du virus SV40
(Hopkins-Donaldson et al., 2006), mais l'oncogenéicité de ce virus dans le MPM est
désormais largement contestée. Plus probablement, cette stabilisation de la protéine serait
épigénétique (phosphorylation ou acétylation) en réponse a l'inflammation chronique et la
libération de ROS sous I'effet des fibres d'amiante. La rareté des mutations p53 est a relier a la
charge mutationnelle relativement faible de ces tumeurs (en comparaison aux cancers
bronchiques par exemple), témoignant d'une certaine stabilité génétique (Bueno et al., 2016),
I'équipe de M. Meyerson a quantifier a 0,79 mutations/mégabase en moyenne cette charge
mutationnelle (Guo et al., 2015). Il convient de souligner que Bueno et collaboratteurs, ont
aussi analysé (in silico) dans leur article sur le séquencage NGS (Next Generation
Sequencing) des exomes de mésotheliomes, I'immunogénicité potentielle des mutations
retrouvees sur NF2, BAP1 et p53. lls ont montré que ces mutations entrainaient la formation
de néo-épitopes a méme de lier fortement (IC50<50nM) les molécules HLA de classe I, ce qui
rend sans doute compte des premiers résultats favorables des essais d'immunothérapie dans le

mésothéliome alors que la charge mutationnelle est globalement faible.

> WIF1

La liaison de la glycoprotéine Wnt a son récepteur (Frizzled) active la cascade de
signalisation intracellulaire Wnt/Bcaténine conduisant a la stabilisation et I’accumulation de f3-
caténine qui entre alors dans le noyau et se lie aux facteurs de transcription TCF/LEF pour
réguler la prolifération et la dédifférenciation cellulaire. Dans le MPM des altérations de la
voie de régulation Wntl et Wnt2 (Wingless Integrase) sont décrites, conduisant a une
fréquente surexpression des protéines Wnt dans les cellules tumorales (Fox et al., 2013). Le
Le géne WIF1, régulateur négatif de la protéine Wnt est en effet fréquemment inactivé par
hyperméthylation de son promoteur dans le MPM, favorisant ainsi I’activation de cette voie
de signalisation et une prolifération mésotheéliale non contrdlée (de Assis et al., 2014; Batra et
al., 2006; Inai, 2010).
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Figure 13 : Représentation schématique des 8 isoformes de RASSF1.
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A) La séquence du géne RASSF1 ; B) Les différentes protéines codées par le géne RASSF1
obtenues selon le promoteur utilisé et I’épissage effectué (Donninger et al., 2007).
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Figure 14 : Les différents domaines d’association protéine-protéine de RASSF1A.
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RASSF1A est une protéine d’échafaudage moléculaire qui, en plus du domaine RAS
qu’elle porte et qui la caractérise, contient de nombreux domaines d’association comme le
domaine SARAH (SAlvador, RASSF1, Hippo), ATM et C1/DAG.
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» SETD2, SETDB1 et SETD5

Ces génes régulent la conformation des histones, dont Il'activité transcriptionnelle sont
fréquemment mutés dans les mésothéliomes, dans les deux grandes études de séquencage
genomique massivement paralléles et de RNA-seq (Bueno et al., 2016; Kang et al., 2016),
avec selon les programmes de prédiction structure/fonction, un impact fonctionnel quasi-
certain. Ils codent pour des histones-methyltransférases et seraient mutés dans 10 a 15% des
mésotheliomes avec des mutations perte de fonction, ou des mutations non-sens (STOP), les

rangeant dans la classe des genes suppresseurs de tumeurs mutationnelle.

» RASSF1A

RASSF1A appartient a une superfamille de protéines présentant de fortes homologies de
séquence pour un domaine de liaisons aux protéines Ras (Ras association domaine family),
comprenant 10 membres : RASSF1 & 10. Le premier membre identifi¢ chez ’homme est
RASSF1, codé par un gene localisé sur le bras court du chromosome 3, mesurant 11Kb et
constitué¢ de 8 exons. L’épissage alternatif et 1’utilisation des deux promoteurs de transcription
(distance d’environ 3,5Kb) permettent la synthése de 8 variants: RASSF1A a H (Donninger et
al., 2007) (Figure 13). Le variant RASSF1A code pour une protéine de 39 kDa possédant de

nombreux domaines d’association (Figure 14) :

- un domaine RA (Ras association) s’étend des acides aminés (AA) 194 a 289, lui
permettant d’interagir avec la protéine Ras activée sous forme liée au GTP, le plus
souvent apres stimulation d’un récepteur tyrosine-kinase (RTK), parmi ceux les plus
exprimés par les cellules mésothéliales tumorales tels que le EGFR, le PDGFR (Platelet
Derived Growth Factor Receptor) ou le récepteur c-Met a 'HGF (HGFR).

- un motif C-terminal SARAH (SAlvador, RASSF1, Hippo), s’étend de ’AA a 291 a 337,
lui permettant des interactions avec les membres de la voie de signalisation Hippo, dont
I'adaptateur SAV/WW45 et la kinase MST1/Hippo.

- un domaine ATM (ataxie telangiectasie mutant) s’é¢tend de I’AA 125 a 138,
potentiellement phosphorylable par la kinase du méme nom, en réponse a des dommages

de I'ADN (cassures simple et double brins).

- un domaine CI/DAG (de I’AA 51 & 101) qui lui permet de lier le diacylglycérol.

27



Récepteur de facteur de croissance Récepteur de mort

pY b oY K-Ras-GTP
« she '« sos -~

; Nore
CNK1,
L« Grb2 RassF5

/

Donninger et al., 2007

DAXX

\

G1 S
r Cycle 1 e
S Dynamique des microtubules \
M G2
Cycle cellulaire Intégrité génomique ||Migration

Figure 15 : Les différents partenaires de RASSF1A dans le contrdle de
I’homéostasie cellulaire.

RASSF1A interagit, avec P120(E4F) et JNK qui stoppent via les cyclines A2 et D1 le
cycle cellulaire en phase G1/S et MOAP1 et CNK pour réguler I’apoptose. Localisée au
niveau des microtubules, RASSF1A se lie aux protéines associées aux microtubules
(MAPSs) pour les stabiliser. En régulant leur polymérisation, elle contréle le déroulement
de la mitose. RASSF1A contrble également I’intégrité génomique et la migration via son
interaction avec les microtubules ainsi que 1’adhésion cellulaire (adapté de Donninger et
al., 2007).
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RASSF1A ne possede aucune activité enzymatique propre mais grace a ses domaines
d’interaction, interagit avec prés de 50 partenaires différents, et édifie des échafaudages
moléculaires complexes lui permettant de participer au contréle du bon déroulement du cycle
cellulaire, de la mort cellulaire programmee, de la stabilité génique et de I’adhésion/migration

cellulaire (Agathanggelou et al., 2005, Donninger et al., 2007) (Figure 15).

RASSF1A s’avére ainsi étre 1’un des principaux régulateurs du phénotype épithélial (Dubois
et al., 2016). Des travaux réalisés au sein de notre groupe ont en effet démontré que
RASSF1A permet le maintien du phénotype épithélial des cellules bronchiques humaines, et
qu’altérer cette voie dans ce modele cellulaire provoque i) une transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) et ii) I'acquisition d'un phénotype migratoire (migration 2D, 3D,
invasion, migration trans-endothéliale) (Dubois et al., 2016). RASSF1A maintient ce
phénotype épithélial en régulant I’activité des kinases de la voie Hippo et de leur effecteur

terminal YAP (Dubois et al., 2016, These de Maureen Keller).

Dérégulée, la voie RASSF/Hippo est souvent impliquée dans la genése des processus
tumoraux dont ceux conduisant au MPM (Fausti et al.,, 2012; Gomez et al., 2014).
L’hyperméthylation du promoteur de géne RASSF1A est décrite dans 20 a 32% des MPM
selon les études avec perte de l'autre allele sur le bras court du chromosome 3 (Destro et al.,
2008; Fischer et al., 2006; Fujii et al., 2012), la délétion de tout ou une partie du locus 3p21.1
étant aussi liée a la perte de fonction de BAPL.

» LATS2 (Large tumor suppressor 2)

Les protéines des familles RASSF1-6 régulent la voie de signalisation Hippo. En effet, via
leur domaine SARAH, les protéines des familles RASSF1-6 peuvent se lier et par cette
interaction changer la conformation spatiale des kinases MST1/2 (Mammalian Sterile 20-like
Kinases 1/2), orthologues des génes «hippo» chez la drosophile, en les activant.
Sommairement, les kinases MST1/2 actives, s'auto-phosphorylent puis phosphorylent et
activent alors les kinases LATS1/2, qui a leurs tour phosphorylent deux coactivateurs

transcriptionnels, la protéine YAP, et son paralogue TAZ et les inactivent.

Dans le MPM, la voie Hippo peut étre inactivée par la mutation de LATS2 ce qui jouerait un
réle crucial dans la dérégulation de la prolifération cellulaire et/ou la survie dans les cellules
mésothéliales (Miyanaga et al., 2015; Murakami et al., 2011). Des mutations par délétion
homozygote de LATS2 sur le chromosome 13912 ont été décrites pour la premiéere fois par
I’équipe de Murakami. Ces mutations sont retrouvées dans 3,8 a 12% des cas de MPM (Bott
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et al., 2011; Murakami et al., 2011; Tranchant et al., 2017) entrainant une activation aberrante
de YAP qui se retrouve localisé dans le noyau ou il peut activer la transcription de genes
cibles en interagissant avec d'autres facteurs de transcription car il est lui-méme dépourvu de
domaine de liaison a I'ADN.

Des mutations simultanées de LATS2 et NF2 sont également décrites dans 8% des MPM et
sont de mauvais pronostic, ces co-mutants semblent étre specifiques a la carcinogenese du
MPM (Tranchant et al., 2017). Or, la protéine NF2 normale est capable de promouvoir la
séquestration (donc [linactivation) de YAP au niveau des structures d'adhérence
intercellulaires. Les mutations inactivatrices de NF2 entrainent une augmententation du pool
de YAP dans le cytoplasme, et en I'absence de phosphorylation (puisque LATS?2 est inactivé),
sa translocation nucléaire. Bueno et coll. ont aussi décrit dans le mésothéliome, des mutations
de LATS1 et de SAV (Salvador ou encore WWA45), une protéine chaperonne régulant
négativement les kinases Hippo ce qui témoigne de I'importance de cette voie de signalisation

dans cette tumeur (Bueno et al., 2016).

I.F.2.b. L’activation mutationnelle d'oncogenes dans les mésothéliomes n'a pas été décrite a

ce jour:

Il a néanmoins été décrit des mutations oncogéniques dans le promoteur de TERT (telomerase
reverse transcriptase), qui ont été les premiéres mutations oncogéniques gain de fonction
récurrentes identifiées dans MPM. (Tallet et al., 2014).

Les altérations des RTK, rapportées dans le MPM (Bonelli et al., 2017a; Sekido, 2013) sont
essentiellement des surexpressions protéiques, sans amplification génique vraie, de c-Met et
de PEGFR (Brevet et al., 2011; Kawaguchi et al., 2009).

» EGFR

Le gene EGFR, localisé sur le chromosome 7 (locus en 7pl2) code pour protéine
transmembranaire. L’EGFR appartient a la famille des récepteurs tyrosine kinase HER/erbB
qui comprend 4 protéines de structure moléculaire semblables capables de s’hétérodimériser. :
HER-1/ErbB1, HER-2/ErbB2, HER-3/ErbB3 et HER-4/ErbB4.

La stimulation de ce récepteur par fixation du ligand entraine son homo- ou
I’hétérodimérisation puis son auto-phosphorylation (résidus tyrosine) puis 1’activation des
cascades MAP-Kinases mais aussi PI3K/AKT, ou encore JAK/STAT régulant I’apoptose, la

prolifération, 1’angiogenése, I’invasion ou encore la formation de métastases.
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La surexpression de ’EGFR a été décrite dans 50 a 95% des MPM (Bonelli et al., 2017a;
Destro et al., 2006; Schildgen et al., 2015). Des mutations activatrices de I'EGFR ne semblent
pas presentes dans la population occidentale de patients avec mésothéliomes (Schildgen et al.,
2015). Des mutations des voies de signalisation en aval de I'EGFR ont été identifiées dans de
rares publications dont la signification fonctionnelle est incertaine, et certaines ne pourraient
étre que des artéfacts de séquencage sur des prelévements inclus en paraffine, ou constituer un
événement "de passage" (bystander). L'évenement le plus fréquemment retrouvé étant une
mutation de PIK3CA dont les conséquences sur les cellules mesotheliales cancéreuses sont
inconnues (De Rienzo et al., 2016; Lo lacono et al., 2015; Mezzapelle et al., 2013; Shukuya
etal., 2014).

» HGFR ou c-Met:

Le géne c-Met, localisé sur le chromosome 7 (locus 79g3) code pour un récepteur composé
d’un domaine extracellulaire, d'un domaine transmembranaire et d'un domaine intracellulaire
a activit¢ TK. L’HGF, secrété par les cellules stromales, se lie a son récepteur c-Met
conduisant a son autophosphorylation et par conséquent a I'activation d'un certain nombre de
voies de signalisation, y compris de la voie de la PI3K, Ras-Rac/Rho, la protéine kinase Ras-
MAPK, et les voies de la phospholipase C.

Le récepteur c-Met interagit aussi avec la protéine NF2 et avec d’autres récepteurs, avec
comme intermédiaire de signalisation, la protéine kinase des adhésions focales FAK
(Stamenkovic and Yu, 2010). Le récepteur c-Met intervient dans de nombreuses voies de
signalisation : la croissance cellulaire, la différentiation, ’arrét de 1’apoptose, 1'angiogenése,

la motilité cellulaire, I'invasion et les métastases (Jagadeeswaran et al., 2006).

Des mutations du domaine juxta-membranaire du récepteur c-Met ont été décrites dans 3 a
16% des MPM, dont les conséquences fonctionnelles ne sont pas claires, et sa surexpression
est retrouvée dans 74 a 100% des cas en IHC (Bois et al., 2016; Jagadeeswaran et al., 2006;
Kawaguchi et al., 2009; Levallet et al., 2012).

Sa forme phosphorylée peut étre transloquée dans le noyau ou elle interagit avec le facteur de
transcription PAX5 et semble donc exercer une activité de co-facteur transcriptionnel. 1l est a
noter qu'une localisation prédominante de c-Met a la membrane serait de meilleur pronostic

qu’une localisation nucléaire ou cytoplasmique (Levallet et al., 2012).
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Figure 16 : Structure génomique et protéique du CD44.

A) Le géne CD44 humain comprend 20 exons. L'épissage alternatif des exons variables,
v1-v10 génére des isoformes variables. B) Le CD44 standard (CD44s) comprend les
exons 1-5, 16-20, C) alors que la forme variante: CD44v6 contient les exons standard 1-
5, 16-20 et I'exon variant 11 (v6). D) Le CD44 est une glycoprotéine transmembranaire
composée de quatre domaines fonctionnels: domaine N-terminal, région de la tige,
domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique intracellulaire (d’aprés William
et al., 2013).
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L'activation de c-Met pourrait contribuer a la pathogenese de la maladie en favorisant la
croissance cellulaire, la survie, la motilité et I'invasion. Bien que les cellules de MPM
expriment elles-mémes de HGF de fagon autocrine, elles recrutent aussi des fibroblastes
sécrétant de I’HGF, qui sont activés dans le microenvironnement tumoral, établissant ainsi un

circuit paracrine renforcant la progression tumorale.

Le récepteur c-Met peut également étre transactivé par un mécanisme indépendant des ligands
qui implique une interférence complexe avec d'autres RTK, y compris ’'EGFR, I'IGF-1R
(Insulin-like growth factor-1 receptor), et le VEGFR (Vascular endothelial growth factor
receptor) (Bonelli et al., 2017a).

I.F.2.c. Le CD44 et 1’acide hvaluronique favorisent la signalisation oncogénique des

mésothéliomes

> Le CD44, géneralités

Le CD44, une glycoprotéine transmembranaire, est le principal récepteur de 1’Acide
Hyaluronique (AH), un glycosaminoglycane présent en abondance dans la cavité pleurale. Le
CD44 est une molécule d’adhésion de surface cellulaire impliquée dans les interactions
cellule-cellule et cellule-matrice et exprimée dans de nombreux de type cellulaire (Goodison
et al., 1999). Cette protéine est codée par un gene situé sur le chromosome 11 (11p13)
constitué de 20 exons générant 20 variants de poids moléculaires allant de 85 a 230 kDa
(Figure 16).

Toutes les isoformes de CD44 possedent une région constante, codée par les 5 premiers (1-5)
et les 4 derniers exons (16-18 et 20). La présence seule de cette région code la forme la plus
simple et la plus courte (85-95kDa), appelé CD44 standard (CD44s).

Une région variable peut étre ajoutée au motif de base, constituée plus ou moins des exons 6 a
15 (CD44v) (Naor et al., 1997). Les différentes isoformes de CD44 ayant une conformation
différente, n’ont pas toutes les mémes affinités pour I’AH : les variants possédant les exons 5
ou 6 sont les moins affins. Certaines isoformes de CD44 peuvent étre décorées de motifs
d’héparane sulfate, ces motifs leurs permettent de se fixer a I’EGF ou I’HGF (Bennett et al.,
1995), facteurs de croisssance qui liés a leurs récepteurs respectifs favorisent I’expression du
CD44 (Zhang et al., 1998).
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Figure 17 : Structure de la protéine CD44 et signalisation.

Le CD44 est une molécule transmembranaire composée de plusieurs domaines. Le
domaine extracellulaire N-terminal peut lier divers ligands, y compris I’AH (acide
hyaluronique), les glycoprotéines de la matrice extracellulaire (MEC), les protéoglycanes,
les facteurs de croissance, les cytokines et les métalloprotéinases matricielles. Le clivage
protéolytique dans la région de la tige conduit a la libération du domaine extracellulaire
dans l'espace extracellulaire. Le domaine transmembranaire ancre et stabilise la molécule
dans la membrane plasmique. Le domaine cytoplasmique est responsable de la
transduction du signal par la liaison a différentes molécules, y compris les composants du
cytosquelette, les kinases et les activateurs des petites GTPases Rho (facteurs d'échange
GEFs-guanine nucléotide) (d’aprés Dzwonek et Wilczynski, 2015).
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> Le CD44, structure

Le CD44 se constitue de plusieurs domaines fonctionnels (Figure 17) :

le domaine extracellulaire N-terminal posséde des motifs servant de sites
d’ancrage a de nombreux ligands, dont I’AH, des glycoprotéines de la MEC et
protéoglycanes, des facteurs de croissance, des cytokines et MMP (matrix
metalloproteinases) (Ponta et al., 2003; Yu et Stamenkovic, 1999). Ce domaine est

séparé de la membrane plasmique par :

la région de la tige, la partie variable de la protéine, porte des sites de clivages
protéolytiques pour des métalloprotéinases (la désintégrine, les protéines ADAM-10
et ADAM-17 ou la métalloprotéinase de type 1 (MT1-MMP)). Le clivage du CD44
libére son domaine extracellulaire ce qui contribue a la régulation de la migration
cellulaire (Okamoto et al., 2002; Sugahara et al., 2006).

le domaine transmembranaire permet 1’ancrage du CD44 & la membrane

plasmique et sa stabilité.

le domaine cytoplasmique C-terminale joue un réle crucial dans I'implication de
CD44 dans la transduction du signal intracellulaire. 1l a été montré qu'il se lie aux
éléments du cytosquelette tels que I'ankyrine, les protéines ERM ainsi que la protéine
NF2 (Morrison et al., 2001), il interagit également avec des membres de la famille
Src kinases (SFK) : Src, Lck, Fyn et Lyn (Ponta et al., 2003), et des activateurs de
petites GTPases Rho (Bourguignon, 2012). Enfin, la queue cytoplasmique de CD44
peut étre clivée par la y-sécrétase et transloquée dans le noyau, ou elle agit comme

régulateur transcriptionnel (Nagano et Saya, 2004).
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Figure 18 : Signalisation dépendante du CD44.

La liaison CD44/AH conduit a la transmission des signaux a travers le domaine
cytoplasmique via la liaison avec diverses protéines cytosquelettiques telles que
I'ankyrine, les protéines ezrin-redixin-moesin (ERM), les GTPases de la famille Rho, les
kinases Src et les molécules associées. Toutes ces interactions modulent l'activité de
différentes cascades de signalisation en aval, en particulier les voies MAP kinases et
PI3/AKT, aboutissant a la prolifération des cellules tumorales, la survie cellulaire, la
mobilité cellulaire, I’invasion tumorale et la chimiorésistance (d’aprés Cortes-Dericks et
Schmid 2017).
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» Fonctions et régulations du CD44

L’interaction de AH et du CD44 favorise la transduction du signal, régule I'assemblage de la
matrice et la migration cellulaire, maintient la prolifération et la différenciation de cellules
souches cancéreuses (Naor et al., 1997; Williams et al., 2013). Grace a sa liaison au CD44,
I'AH module également le cytosquelette et active les MMP impliquées dans la progression

tumorale (Bourguignon et al., 2014).

Le CD44 peut modifier les voies de signalisations intracellulaires telles que la voie des Rho
(Bourguignon et al., 2008), des MAP kinases ou encore PISBK/AKT (Toole, 2009) car méme
s’il ne posséde pas d’activité kinasique propre il peut s’hétérodimeriser avec des récepteurs a

activités tyrosine kinase tels que I’EGF-R ou c-Met (Figure 18).

Le CD44 est impliqué dans la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, la
migration cellulaire, lI'angiogenése, la présentation des cytokines, les chimiokines et les
facteurs de croissance aux récepteurs correspondants, et l'amarrage des protéases a la
membrane cellulaire pour la survie cellulaire.

Toutes ces proprietés biologiques sont essentielles aux activités physiologiques des cellules
normales, mais elles sont également associées aux activités pathologiques des cellules
cancéreuses. En effet, le CD44 apparait parfois promoteur de tumeur, parfois suppresseur de
tumeur (Naor et al., 1997).
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Figure 19 : Mécanismes d’action du CD44.

Lié a I’acide hyaluronique, le CD44 inhibe la croissance et I'invasion cellulaire, en
recrutant et activant le suppresseur de tumeur — NF2 — qui se fixe a la place des protéines
ERM et blogue la transduction du signal et par conséquent la prolifération des cellules.
L’interaction c-MET/HGF et CD44 conduit a sa liaison avec le cytosquelette d’actine via
les protéines ERM et a la transduction du signal.

HGF: hepatocyte growth factor; c-Met: récepteur a activité tyrosine kinase; ERM: ezrin-
radixin-moesin; —: activation; —|: inhibition (Orian-Rousseau, 2003).
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Le role suppresseur de tumeur du CD44 est 1ié a I’interaction de NF2 au CD44 (Morrison et
al., 2001), déphsophorylée, NF2 se lie au CD44 (50 premiers acides aminés de NF2) a la
place des protéines ERM et bloque ainsi la transduction du signal et par conséquent la
prolifération/invasion cellulaire (Figure 19). NF2 régule également négativement l'interaction
CD44-HA et donc l'activité pro-tumorigéne du CD44 (Bai et al., 2007).

Enfin, NF2 prévient le clivage de I'ectodomaine du CD44, soutenant I'idée que le traitement
protéolytique du CD44 favorise la croissance tumorale et I'hypothese que les mutants NF2
naturellement prédisposés aux malignités n’inhibent pas le clivage de CD44 et favorise son
réle promoteur de tumeur (Hartmann et al., 2015). La perte de NF2 favorise la tumorigenése

en destabilisant les jonctions adhérentes médiées par la cadhérine (Lallemand, 2003).

Le role de promoteur de tumeur du CD44, dépend de la relation existant entre le CD44 et la
kinase MST (Xu et al., 2010), premier maillon de la cascade de kinases de la voie Hippo. En
présence de taux €levé de CD44 standard, I’activité¢ de YAP/TAZ ne peut étre inhibée par leur
phosphorylation par les kinases LATS qui sont en aval des kinases MST. En effet, le segment
intracellulaire du CD44 fixe MST empéchant alors son action (Xu et al., 2010).

Lorsque libéré suite au clivage du CD44, le segment intracellulaire peut étre transloqué dans
le noyau et moduler I’expression de certains génes dont celui de MMP9 ce qui est également
en faveur de I’augmentation de la capacité d’invasion des cellules exprimant davantage de

CD44 standard (Miletti-Gonzélez et al., 2012).

Enfin, Pinteraction CD44/AH semble également contribuer a la chimiorésistance.
L’augmentation d’AH induit en effet une résistance des cellules tumorales initialement
sensibles aux médicaments, notamment parce que I’AH en interagissant avec le CD44 stimule
I’expression de MDR1 (Misra et al., 2005) ou MRP2 (Ohashi et al., 2007), transporteurs
ABC, expulsant les substances cytotoxiques dont les traitements anti-cancéreux hors des

cellules.
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Tableau 4 : Bilan des études des 20 derniéres années s’intéressant au diagnostic du

CD44 dans le MPM.

Fonction

Méthode/échantillon

Référence

Un niveau élevé de CD44
indique la présence de cellules
néoplasiques.

IHC / Tissus de MPM

Penno et al. 1995

Le niveau élevé de CD44
différencie le MPM de I'ADC.

IHC / mésothélium
réactif, MPM,
échantillons d’ADC

Attanoos et al. 1997

La localisation CD44 /AH
discrimine un MPM d’un ADC.

IHC / fluides séreux
inclus en paraffine

Afify et al. 2005

Le rapport CD44v6/CD44s
facilite le diagnostic différentiel
entre les tumeurs de MPM et
non-MPM.

ELISA / liquides pleuraux

Porcel et al. 2011

Un faible niveau de CD44 aide
au diagnostic différentiel de la
différenciation néoplasique
pleurale.

IHC / MPM épitheloide
et hyperplasie
mésothéliale réactive
des tissus

Ali et al. 2013

Une faible positivité de CD44 et
une coloration élevée d’AH
peuvent différencier un MPM
d‘un ADC.

IHC / Tissus de MPM

Torronen et al. 2016

MPM: Mésotheliome pleural malin, IHC: Immunohistochimie, ADC: Adénocarcinome,
AH: Acide Hyaluronique, ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (d’apres Cortes-
Dericks et Schmid, 2017).
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» CD44 et MPM

Plusieurs études ont révélé, il y a maintenant de nombreuses années 1’existence de niveaux
¢levés d’AH dans des épanchements pleuraux de patients atteint de MPM (Frebourg et al.,
1987; Fujimoto et al., 2013; Martensson et al., 1994) puis rapportées l'interaction de ’AH et
du CD44 dans le MPM (Cortes-Dericks et Schmid, 2017). En effet, certaines lignées de MPM
possedent des sites de liaison & AH sur leur surface cellulaire, alors que ces sites sont absents
dans les cellules mésothéliales normales (Asplund et Heldin, 1994). Dans le MPM, il est plus
particulierement établi que I’AH et son récepteur facilitent la motilité cellulaire néoplasique et
Iinvasion, et donc que les interactions CD44/AH facilitent la progression tumorale. Des
lignées cellulaires de MPM exprimant des quantités élevées de CD44 présentent ainsi une
prolifération et une capacité d'invasion accrues apres des traitements par AH. Ces aptitudes

sont supprimées une fois le CD44 de ces cellules de MPM inactivé (Hanagiri et al., 2012).

Une vue d'ensemble de la pertinence diagnostique du CD44 dans le MPM est présentée dans
le Tableau 4 et regroupe les données de la littérature actuellement disponibles. Certains
auteurs montrent que la localisation ainsi que le niveau d’expression du CD44 en plus de

I’AH, par IHC, permet de discriminer un MPM d’un adénocarcinome (ADC) pulmonaire.
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Tableau 5: La 8% classification TNM des tumeurs pleurales définie par
I’International Mesothélioma Interest Groupe (IMIG) en janvier 2017.

TNM Caractéristiques

Tumeur primitive ne pouvant pas étre évaluée

Pas de tumeur primitive

Tumeur limitée a la plévre pariétale homolatérale +/- viscérale +/-
médiastinale +/- plévre diaphragmatique

Tumeur impliquant chacune des surfaces pleurales homolatéraux

(plevre pariétales, médiastinale, viscérale et diaphragmatique)

avec au moins l'une des atteintes suivantes:

* Implication du muscle diaphragmatique

* extension de la tumeur de la plévre viscérale dans le parenchyme
pulmonaire sous-jacent

Tumeur localement avancée mais potentiellement résécable,

impliquant toutes les surfaces pleurales homolatéraux (pléevre

pariétale, médiastinale, viscérale et diaphragmatique) avec au

moins I'une des atteintes suivantes:

* Implication du fascia endothoracique

* extension dans la graisse médiastinale

* solitaire, foyer complétement résécable de la tumeur s'étendant
dans les tissus mous de la paroi thoracique

* Implication non-transmurale du péricarde

Tumeur localement avancée, non résécable, impliquant toutes les

surfaces pleurales homolatéraux, avec au moins l'une des

atteintes suivantes:

* extension diffuse ou multifocales de la tumeur dans la paroi
thoracique, avec ou sans destruction costale associée.

* extension directe trans-diaphragmatique de la tumeur au péritoine

* extension directe de la tumeur a la plévre controlatérale et/ou aux
organes médiastinaux et/ou a la colonne vertébrale (rachis)

* tumeur s'étendant a la surface interne du péricarde avec ou sans
épanchement péricardique; ou une tumeur impliquant le myocarde

Les ganglions lymphatiques régionaux ne peuvent pas étre évalués

Pas de métastases ganglionnaires régionales

Métastases dans les ganglions lymphatiques bronchopulmonaires
homotéraux, hilaires ou médiastinaux (y compris les ganglions
lymphatiques mammaires internes, péri-diaphragmatiques,
adipeux péricardique ou ganglions lymphatiques intercostaux).

Métastases dans les ganglions lymphatiques controlatéraux supra-
claviculaires ou médiastinaux homolatéraux controlatéraux.

Pas de métastase a distance

Métastase a distance présente
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I.G. Prise en charge diagnostigue et thérapeutique du
mésothéliome pleural malin

Le diagnostic du MPM est souvent posé a un stade tardif de la maladie du fait de signes
cliniques aspécifiques, les plus fréquents étant la dyspnée et/ou la douleur thoracique, la toux
irritative, 1’altération de 1’état général du patient souvent accompagnée d’un épanchement
pleural et d’un épaississement de la plévre au scanner. Parfois, les patients sont
asymptomatiques et leur maladie est découverte fortuitement sur un examen radiologique
dans un contexte d'exposition professionnelle a Il'amiante et de surveillance post-

professionnelle.

Le diagnostic est établi par un examen anatomo-pathologique (classification OMS 2015)
avec une étude immunohistochimique (2 marqueurs positifs et 2 négatifs recommandés) au
mieux aprés une thoracoscopie (visualisation compléte de la cavité pleurale avec des biopsies
multiples et de bonnes tailles), qui est ’examen de choix pour le diagnostic du mésothéliome.
En plus de la difficulté du diagnostic histologique, contrairement au cancer bronchique, la
classification TNM (Tumor Node Metastasis) de I'IMIG (International Mesothelioma Interest
Group) (Tableau 5) est difficile a utiliser en pratique clinique pour prédire la survie de
maniére fiable. Ce systéme de stadification est en effet basée sur I'exploration chirurgicale de la
cavité pleurale, alors que la grande majorité des patients ne sont pas opérés et par conséquent
ne peuvent étre classés (Enewold et al., 2017).

En janvier 2017, une 8¢me classification TNM a été proposée par I’'IMIG, plus facile a utiliser
mais reposant toujours sur I'exploration chirurgicale, et donc difficile a appliquer sur la seule
base d'un scanner ou TEP (tomographie par émission de positons) (Brosseau et al., 2017,
Nowak et al., 2016; Rice et al., 2016; Rusch et al., 2016). Des travaux rétrospectifs dans les
grands groupes d’oncologie (EORTC ou CALB) ont rapporté une valeur pronostique
importante, des facteurs cliniques et biologiques plus simples permettant une stratification des
patients plus facile qu'avec la TNM selon l'anémie, la thrombocytose, la leucocytose,
I'nistologie non épithélioide tous associés a une survie sans progression (SP) plus courte
(Edwards et al., 2000).

Malgré les progrés récents qui laissent presager des espoirs en termes de prise en charge
thérapeutique, il n’existe a ce jour aucun traitement curatif validé du mésothéliome. Différents
traitements pourront étre proposés apres une réunion de concertation pluridisciplinaire

organisée dans 1’un des centres experts cliniques des MPM (réseau MESOCLIN) pour une
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décision de prise en charge qui est hautement spécialisée (Selon 1’état général du patient, la

résécabilité de la tumeur ou encore le type histologique). Le traitement est ensuite mis en

place par I’équipe de cancérologie de proximité.

la chimiothérapie par combinaison du pemetrexed et cisplatine était encore récemment le
traitement de référence de premicre ligne et a permis depuis 2003 de changer I’histoire
naturelle de la maladie en améliorant la survie globale médiane des patients de 9,3 a 12,1
mois (Vogelzang et al., 2003). Le principe de cette association est de conjuguer I’action
d’un agent intercalant (cisplatine) qui inhibe la réplication et la transcription de I’ADN en
ARN provoquant la mort cellulaire par apoptose, a celle d’un inhibiteur de la thymidylate
-synthase (TS) et de plusieurs autres enzymes du métabolisme de la synthése des bases
puriques et pyrimidiques (le pemetrexed est un analogue de I’acide folique), inhibant
donc la synthese de I'ADN. Tout récemment, l'association du bevacizumab (anticorps
monoclonal anti-VEGF) au schéma cisplatine-pemetrexed est devenu en France le
traitement de référence standard du MPM (Brosseau et al., 2017) grace aux résultats
positif de 1’essai clinique MAPS (Mesothelioma Avastin Cisplatin Pemetrexed Study).
Les recommandations du National Comprehensive Cancer Network ont également inclus

cette combinaison comme une option pour la thérapeutique de premiere ligne.

la chirurgie n’est pas validée en clinique courante et dépend de plusieurs facteurs (du
chirurgien, du centre, le bon état général du patient avec un stade précoce et résécable).
Elle doit étre pratiquée au sein de centres spécialisés pouvant assurer une prise en charge
multidisciplinaire et n'est pas recommandée en dehors d’essais cliniques. La chirurgie
joue un réle important dans le diagnostic et la stadification du MPM mais son réle
thérapeutique reste controversé, bien qu'elle puisse parfois étre proposée avec une
intention curative ou associée a une chimiothérapie néoadjuvante et/ou la radiothérapie
dans le cadre d'un traitement multimodal (Scherpereel, 2017). Deux types de chirurgie
sont proposees chez des patients hyper-sélectionnés et rares : la pleuro-pneumectomie
élargie (PPE) actuellement abandonnée par tous, et la pleurectomie/décortication (P/D),

pouvant étre étendue au diaphragme et au péricarde si ceux-ci sont envahis (eP/D).
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- la radiothérapie est limitée par le voisinage direct d’organes a risques et donc trés
restreinte en routine, elle est principalement utilisée a visée palliative antalgique.
L’irradiation peut étre proposée en prophylaxie afin de réduire le risque de dissemination
du MPM a la paroi thoracique le long du trajet des gestes invasifs (points de ponction,
orifices de drainage ou de thoracoscopie). La radiothérapie post-opétaroire apres PPE
n’est proposée que dans le cadre d’essais cliniques, intégrée a un traitement multimodal

(association de la chirurgie, chimiothérapie et de la radiothérapie).

le traitement multimodal, incluant une irradiation de 1’hémithorax qui a été proposée
dans le cadre d’une stratégie associant la pleuro-pneumonectomie, la chimiothérapie
néoadjuvante/adjuvante et la radiothérapie radicale de 1’hémithorax. Plusieurs essais
cliniques n'ont malheureusement pas démontré la faisabilité en routine de cette approche
et de son impact sur la survive globale, méme en sélectionnant des patients avec une

faible masse tumorale.

les thérapies ciblées, dans le cadre d’essais cliniques n'ont pas montré d'efficacité en
ciblant 'EGFR, c-Met ou IFG1-R. Seul le large essai MAPS a permis de mettre en
¢vidence le bénéfice de 1’association du bévacizumab (BVZ), ciblant le VEGF, a un
doublet standard de chimiothérapie (cet essai sera décrit dans la partie Il, section

Introduction).

I’immunothérapie anti-tumorale est aussi étudiée en ciblant les points de contrdle
immunitaire notamment par des inhibiteurs anti-PD-1 (programmed cell death protein 1)
ou anti-PD-L1 (PD-Ligand 1), les résultats de phase 2, chez des patients traités en 2eme et
3éme ligne aprés chimiothérapie classique sont plutét prometteurs. D'autres anticorps
ciblant la mesothéline sont aussi testés, avec des résultats plus limités et décevants a ce

jour.

Actuellement, I’évolution de la maladie est fatale dans la quasi-totalité des cas, quelque soit le
traitement mis en ceuvre c’est pourquoi les essais cliniques sont indispensables dans la

recherche de nouveaux traitements du MPM.
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Essai MAPS : essai randomisé de phase lI-Ill testant I'association

Pemetrexed-Cisplatine avec ou sans Bevacizumab (15mg/kg) dans le
mésothéliome malin de la plévre (MMP)

Signes cliniques : Examen Anatomopathologique :
douleurs thoraciques, épaississements Morphologie du prélevement tumorale et étude
pleuraux localisés et épanchements de I'expression de biomarqueurs (WT1, EMA,
pleuraux récidivants CK5/6, TTF1, ACE, Calréticuline)

Diagnosticde MMP

Stratification des patients selon le type histologique de MMP

(Bras contrdle = \ (Bras test)
chimiothérapie standard) Pemetrexed 500 mg/m?
Pemetrexed 500 mg/m? 3 cycles de Cisplatine 75 mg/m?
Cisplatine 75 mg/m? 21 jour Bevacizumab 15 mg/kg

1°re évaluation : toxicité - progression

Réponse partielle/
stabilisation

Réponse partielle/
stabilisation

Partie clinique

3 cycles de
21 jour

28me gvaluation : % de patients non progressifs-toxicité-qualité de vie

vV

Bénéfice du traitement par Bevacizumab
Y-avait-il chez les patients des bras A et B des biomarqueurs
permettant de prédire ce bénéfice ?

(Bras contrdle) (Bras test)

-Y-

Analyse de I’expression de biomarqueurs impliqués dans :

Figure 20 : Représentation schématique de I’essai randomisé IFCT-07101 MAPS.
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Il1. L'essai clinigue de phase Il Mesothelioma Avastin
Cisplatin Pemetrexed Study (MAPS)

Au vu du mauvais pronostic, de la prise en charge tardive des patients et de la faible efficacité
des traitements alors disponibles en 2007, I’Intergroupe Francophone de Cancérologie
Thoracique (IFCT) a initié un essai clinique randomisé de phase Il : 1’essai MAPS (IFCT-
GFPC-0701). Cet essai constitue le premier essai clinique positif sur la survie globale
concernant le MPM depuis 12 ans et offre 1’opportunité de remplir un second objectif, 1’étude
Bio-MAPS. En effet, ’essai clinique MAPS a ¢été 1’occasion de constituer une collection
unique en France de prélevements de MPM, centralisés sur a plateforme d’Histologie du CHU
de Caen. L’expression de nombreuses cibles alors connues pour étre associées a I’angiogenése
(VEGF, VEGFR1/2/3, c-Met...) et/ou la chimiorésistance (ERCC1, TS, MSH2, TUBB3...) a
¢té mesurée dans ces prélévements tumoraux de méme qu’ont été déterminées les altérations
de la voie de signalisation RASSF/Hippo, une voie aujourd’hui décrite pour son implication
dans la carcinogénese pleurale. Ces données biologiques ont été confrontées aux données de

survie (globale et sans progression) des patients inclus dans MAPS.

I1.LA. Le Protocole MAPS

L’essai MAPS est un essai cliniqgue randomisé de phase Il mené auprés de 448 patients
atteints de MPM jugés non résécables testant I’association du doublet standard
cisplatine/pemetrexed avec I’anti-angiogénique bevacizumab au méme doublet de
chimiothérapie seule. Les patients ont été randomiseés par minimisation 1.1 entre les deux bras
de traitement avec une stratification sur I'histologie (épithélioide vs. non épithélioides), le PS
(PS 0-1 vs PS2) et sur le centre (Figure 20). Le traitement était constitué par I’administration

initiale de 3 cycles de 21 jours :

- Bras A (contrdle) : les patients recevaient au J1 d’un cycle de 21 jours, du pemetrexed

500mg/m? sur 10 minutes suivi 30 minutes plus tard du cisplatine 75mg/m?sur 2 heures.

- Bras B (Expérimental) : les patients recevaient en plus du doublet standard du

bevacizumab 15mg/kg administré par voie intraveineuse tous les 21 jours.
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Figure 21: Les mecanismes d’inhibition de la signalisation VEGF dans le MPM.

Le VEGF est exprimé par les cellules de MPM et lie son récepteur (VEGFR). L'activité du
VEGFR augmente la prolifération des cellules de MPM et contréle I'angiogenése
conjointement avec d'autres récepteurs, tels que le PDGFR et le FGFR (fibrocyte growth
factor). Le Bevacizumab en se liant au VEGF, prévient l'activation de son récepteur. Les
inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI), bloquent l'activit¢ du VEGFR ainsi que l'activité
d'autres récepteurs tels que PDGFR et FGFR (d’aprés Levin et Dowell, 2017).
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Figure 22: Survie global et survie sans progression des patients atteints de mésothéliome
pleural malin et inclus dans I’essai clinique MAPS.

Courbe de Kaplan-Meier représentant A) la survie globale et B) la survie sans progression.
Les croix désignent les patients censurés. HR = Hazard ratio. PC = pemetrexed + cisplatine.
PCB = pemetrexed + cisplatine + bevacizumab, (Zalcman et al., 2016).
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Une reévaluation est réalisée aprés trois cycles de chimiothérapie, et trois cycles
supplémentaires étaient administrés en cas de bonne tolérance et de contrdle tumoral (réponse
et stabilité sous traitement). Au bout des six cycles, si le patient présentait une réponse
partielle ou une stabilisation, un traitement de maintenance par bevacizumab pouvait étre
envisagé a la méme dose, toutes les 3 semaines jusqu'a progression ou toxicite, dans le bras
expérimental. 1l n'y avait par contre qu'une surveillance radio-clinique simple dans le bras

standard, chez les patients en contr6le tumoral & 6 cures.

IILAl. Le Bevacizumab®, agent anti-angiogénique: nouveau traitement du
MPM en association au doublet standard

Le MPM est une tumeur trés angiogénique. En effet, le taux de VEGF circulant est souvent
tres élevé chez les patients atteints d’'un MPM et ce taux constitue un facteur pronostique
défavorable. Le VEGF, un puissant mitogéne des cellules endothéliales, favorise aussi les
cellules de MPM en stimulant directement de facon autocrine la prolifération des cellules
tumorales qui expriment simultanément les récepteurs au VEGF, en plus de son action sur la
néo-angiogenése (Strizzi et al., 2001). Plusieurs thérapies anti-angiogenese ont vu le jour
depuis plus de 15 ans ciblant le VEGF plutét que le VEGFR, dont le Bevacizumab, un
anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF, prévenant la liaison du VEGF a son récepteur a
la surface des cellules endothéliales, et neutralisant ainsi son activité biologique (Figure 21).
Le Bevacizumab limite la prolifération des cellules endothéliales, normalise les vaisseaux
sanguins existants et empéche la formation de nouveaux vaisseaux et a une action directe sur
la division des cellules mésothéliales (Aoe et al., 2006; Levin et Dowell, 2017; Strizzi et al.,
2001).

ILA2. L'ajout du Bevacizumab au doublet standard est associé a un
meilleur pronostic

L’essai MAPS a démontré le bénéfice de [’association du Bevacizumab au doublet
Pemetrexed-Cisplatine chez 448 patients atteints de MPM, en améliorant leur survie globale
(médiane a 18,8 mois versus 16,1 mois pour le groupe avec le doublet seul, HR=0,76;
p=0,0127) et la survie sans progression (médiane a 9,6 mois versus 7,5 mois, HR=0,61,;
p<0,0001) (Figure 22).

Enfin le triplet n’a pas d’impact délétere sur la qualité de vie (une toxicité acceptable) évaluee
par des scores de qualité de vie validés, ce qui en fait un nouveau paradigme de traitement

pour ce cancer (Zalcman et al., 2016).
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Figure 23 : Centralisation et exploitation des prélévement tumoraux de I’étude

Bio-MAPS.

L’essai clinigue MAPS a enr6lé 448 patients atteints de mésothéliome pleural malin
grace a la participation de 36 centres. Ces centres ont adressé les prélévements
tumoraux (1 bloc de paraffine contenant un prélevement représentatif de la lésion) soit
a ’TFCT, soit au groupe MESOPATH. L’TFCT et MESOPATH ont ensuite fait parvenir
ces blocs ou quelques lames blanches de ces blocs a la plateforme d’Histologie du CHU
de Caen. A la réception, 70 blocs manquaient, 19 prélevements tumoraux étaient trop
entamés (% cellules tumorales <1%), si bien que nous avons recu les blocs de 226

patients et pour 133 patients nous avions également 5 a 10 lames blanches.
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11.B. Le Protocole Bio-MAPS

Adossée a I’essai MAPS, I’¢étude Bio-MAPS (le volet biologique) avait pour objectif d’établir
un profil biologique des patients inclus dans cet essai clinique, en quantifiant I’expression de
plusieurs marqueurs tumoraux et/ou d’angiogenese a partir des coupes histologiques de
biopsies tumorales, du sérum et du liquide pleural des patients. Concernant les biopsies
(Figure 23) : les prélévements tumoraux des 448 patients enr6lés dans 1’essai MAPS inclus en
paraffine par les 36 centres ayant participé a cet essai, ont été collectés par I'IFCT et/ou
MESOPATH, puis centralisés sur la plateforme universitaire d’Histologie du CHU de Caen.
A la réception, 70 blocs étaient manquants, 19 étaient non exploitables (le pourcentage de
cellules tumorales était <1%), et pour 133 patients, seuls des lames blanches nous ont été
transmises. Concernant les biomarqueurs caractérisés dans ces prélevements : les recherches
du statut de méthylation des génes suppresseurs de tumeurs (RASSF1A, RASSF2A, RASSF5,
RASSF6, RASSF10, MST1, MST2, LATS1, LATS2) ont ainsi pu étre déterminées chez 226
patients et les quantifications d’expression protéique par IHC : CD44, Amphiréguline, TS,
CD34, MSH2, VEGFR2, YAP, TAZ, B-tubuline 3, c-Met) chez 359 patients.

Bio-MAPS représente ainsi la plus grande cohorte de patients atteints de MPM de prises en

charge homogeénes caractérisée en Europe.
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I11. La voie de signalisation Hippo

I11.A. Description générale

Initialement identifiée et caractérisée chez la drosophile, la voie de signalisation Hippo tire
son nom de I'un de ses principaux membres, la kinase Hippo (MST chez le mammifére), les
mutations de ce gene conduisant a une hyperplasie tissulaire générant un phénotype qui a
évoqué l'aspect d'un hippopotame (hippopotame-like). Hautement conservée de la drosophile
aux mammiferes, la voie de signalisation Hippo régule la taille des organes car contrdle les
processus de prolifération cellulaire et d'apoptose (Meng et al., 2016; Yu et Guan, 2013).
Cette voie joue également un role essentiel dans I'auto-renouvellement des cellules souches et
des tissus (Zhao et al., 2011).

La voie Hippo s’est complexifiée au cours de 1’évolution, les homologues des genes de
drosophile existent souvent avec plusieurs isoformes, codées par des génes différents, chez le
mammifére (Figure 24).

Ces isoformes (MST1/2, LATS1/2...) trés proches sur un plan structurel ont souvent des rdles
superposables, mais de plus en plus de rbles propres a chaque isoforme émergent dans la
littérature comme nous le détaillerons ci-dessous. Pour une question de clarté, sauf exception,

seule la voie de signalisation Hippo des mammiferes sera décrite dans ce manuscrit.

Chez les mammiféres, la voie Hippo est subdivisée en trois groupes de protéines (Figure 25) :

> les régulateurs qui agissent en amont: il s’agit pour la plupart de molécules nécessaires
a ’adhésion et/ou la polarité apico-basale des cellules épithéliales, souvent localisées au
niveau des jonctions cellulaires comme NF2. Ce groupe comprend aussi la protéine
RASSF1A,;

» les kinases et leurs adaptateurs respectifs constituant le ceeur méme de la voie Hippo,
s’activant les unes les autres par une cascade de phosphorylations successives. Les
premiers couples activés sont les kinases de la famille MST1/2 et leur adaptateur,
WW45. Le complexe WW45/MST1/2 interagit alors avec les kinases NDR (LATS1/2 et
NDR1/2 (Nuclear Dbf2-related 1/2)) qui phosphorylées/activées par MST1/2 se lient
alors a leur propre adaptateur, Mob1A/B (Mps one binder) via leur domaine NTR (N-

Terminal Regulatory domains), et phosphorylent a leur tour :

42



Les kinases et leurs
adaptateurs

LATS1/2

Les effecteurs

Cytoplasme

Geénes cibles

TEAD1-4, p73, Erb4 ou Runx2 :
Facteur de transcriptions (FT)

Prolifération/Croissance, Inhibition de contact
apoptose Controle de la taille des organes

Figure 25 : La voie de signalisation Hippo.

Cette voie comprend i) des régulateurs agissant en amont de la voie, ii) des kinases :
MST1/2 et NDR (LASTS1/2 et NDR1/2) et leurs adaptateurs respectifs WW45 et
Mob1A/B constituant le cceur de la voie et iii) des effecteurs terminaux en aval de la voie :
YAP et TAZ. Phosphorylés (inactivés) par les kinases NDR, les effecteurs sont séquestrées
dans le cytoplasme par des protéines telles que 14.3.3. permettant ainsi de contrdler la taille
des organes. Non phosphorylés (activés), YAP/TAZ sont transloqués dans le noyau
permettant la transcription des genes impliqués dans la croissance et I’inhibition de
I’apoptose cellulaire.
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> les effecteurs terminaux, en aval de la voie : les cofacteurs transcriptionnels YAP et
TAZ, qui phosphorylés par les kinases LATS1/2 respectivement sur la Ser*?’ et la Ser®,
sont séquestrés dans le cytoplasme par la protéine 14.3.3 (Zhao et al., 2007) ou I’alpha-
caténine (Schlegelmilch et al., 2011; Silvis et al., 2011). Lorsque les kinases LATS1/2
sont inactives, YAP et TAZ non phosphorylés sur ces sérines sont libres et transloqués
dans le noyau, ou ils peuvent interagir avec de nombreux facteurs de transcription pour
aller contrdler I’expression de plusieurs génes cibles (Figure 25). Une phosphorylation
activatrice de YAP peut étre apportée sur la tyrosine 357 par la kinase SRC/YES1, c-Abl
ou encore FAK et favorise la localisation nucléaire de YAP (Kim et Gumbiner, 2015;
Levy et al., 2008; Li et al., 2016b; Rosenbluh et al., 2012; Taniguchi et al., 2015).
Les cofacteurs YAP et TAZ, sont alors capables de réguler, I’apoptose, la motilité la
croissance et prolifération cellulaire. Comme nous le verrons plus loin dans ce
manuscrit, d’autres voies de signalisation que la voie Hippo, peuvent moduler I’activité
transcriptionnelle de ces effecteurs terminaux, ces régulations de YAP et TAZ sont dites
« non canoniques » (Yu et Guan, 2013).

La voie Hippo est essentielle a 1’établissement des épithéliums, au cours de leur formation les
cellules épithéliales indifférenciées proliférent jusqu’a ce qu’elles atteignent la confluence,
I’inhibition de contact entrainant un arrét de la prolifération et la différenciation/polarisation
de ces dernieres. La voie Hippo participe a la transition entre cet état prolifératif/indifférencié
et cet état non prolifératif/différencié des cellules épithéliales :

Dans les cellules indifférenciées et en prolifération (non confluentes), les kinases du cceur de
la voie Hippo sont inactives, les effecteurs terminaux YAP/TAZ non phosphorylés entrent
dans le noyau, activent les génes impliqués dans la prolifération et la croissance cellulaire et
inhibent les voies apoptotiques. A confluence, les régulateurs de la voie Hippo sont activés et
activent a leur tour, les kinases de cette voie dont les kinases NDR qui phosphorylent
YAP/TAZ conduisant a leurs séquestrations dans le cytoplasme par des protéines telles que la
protéine 14.3.3 et leurs orientations vers le protéasome : la prolifération cellulaire est stoppée.

A I’exception de YAP et TAZ, tous les membres la voie Hippo sont des genes suppresseurs de
tumeur fréqguemment altérés dans les cancers conduisant a la dérégulation de cette voie et
I’activation inappropriée de YAP/TAZ (Janse van Rensburg et Yang, 2016). Malgré
I’inhibition de contact, YAP/TAZ continuent de transcrire des génes en faveur de la division
cellulaire, de la dédifférenciation des cellules et inhibant 1’apoptose (Huo et al., 2013; Janse
van Rensburg et Yang, 2016; Yu et al., 2017; Zygulska et al., 2017).
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I11.B. Présentation détaillée des difféerents membres de la voie de
signalisation Hippo

I11.B.1. Les régulateurs :

La plupart des protéines, pouvant réguler les kinases (MST1/2 et LATS1/2) et les cofacteurs
YAP/TAZ, sont localisées au niveau des jonctions intercellulaires (serrées et adhérentes). Ces
régulateurs sont impliqués dans le maintien de la polarité apico-basale et/ou impliqués dans le
maintien du phénotype des cellules épithéliales (Shiban 2013) (Figure 26A).

Toutefois d’autres régulateurs existent: des signaux physiques, le stress, les contacts
cellulaires, les signaux mécaniques et chimiques (facteurs solubles activant les récepteurs
couplés aux protéines G) (Michgehl et al., 2017) (Figure 26B), il s’agit de régulateurs
traduisant les contraintes exercées sur la cellule épithéliale (tension du cytosquelette, les

forces exercées sur la cellule par MEC, ou encore les cellules voisines).

Parmi les régulateurs de la voie Hippo figurent ainsi (Figure 26A et B) :
e des composants des complexes de polarité apico-basale tels que Scribble, Crumbs,
PAR (Protease-activated receptors), Ex (Expanded), Kibra (kidney and brain

expressed protein), NF2, o-caténine, AMOT (angiomotine), PTPN14 (protein

tyrosine phosphatase non-receptor type 14),
e les composants des complexes de polarité FAT4,
e des gardiens du phénotype épithélial tel que RASSF1A (Dubois et al., 2016),
e des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR),
e des Rho (Ras homolog family) GTPases,
e des protéines du cytosquelette (Janse van Rensburg et Yang, 2016)

¢ la MEC (sa composition, sa densité et donc sa rigidité).
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En régulant la stabilité des filaments d’actine et des microtubules, RASSF1A participe a
la migration cellulaire et préserve 1’intégrité génomique (en assurant la bonne repartition
du materiel génétique entre deux cellules filles a I’issue d’une division mitotique).
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I11.B.1.a. RASSF1A., protéine clé de I’homéostasie cellulaire :

Comme décrit plus haut, les protéines RASSF sont des suppresseurs de tumeurs impliquées

dans un large éventail de fonctions biologiques telles que I'apoptose, lI'autophagie, le cycle

cellulaire, la réparation de I'ADN et la dynamique des microtubules. La famille des protéines

RASSF est composeée de dix membres (RASSF1-10), qui contiennent tous un domaine

d'association Ras (RA) conservé. La protéine RASSF1A est la plus étudiée des membres de

cette superfamille RASSF. Grace aux nombreux domaines d’interaction qu’elle possede

(présentés dans I’introduction générale), RASSF1A participe a la :

Stabilisation des microtubules et des filaments d’actines (Figure 27) : La protéine
RASSF1A est impliquée dans le contréle de la polymérisation des microtubules, via
ses interactions d’une part avec les isoformes B et y de la tubuline (Vos et al., 2004) et
d’autre part avec les MAPs, des protéines associées aux microtubules connues pour
promouvoir leur polymérisation (MAP1b, C190RF5), ou leur dépolymérisation
(MAP4) (Cassimeris, 1999; Halpain et Dehmelt, 2006). Les interactions de RASSF1A
avec les microtubules stabilisent d’une part le cytosquelette, permettant le bon
déroulement de la mitose et donc de préserver ’intégrité génomique (Arnette et al.,
2014).

D’autre part, en interagissant avec le cytosquelette, RASSFIA coordonne les
mouvements et la formation d’extensions cellulaires via la kinase LATSI1, avec
laquelle elle interagit, et qui active des protéines d’adhésion cellulaire de la famille
ERM, telle NF2 et des protéines d’adhésion inter-cellulaire (Dallol et al., 2005). En
régulant les kinases LATS qui elle-méme régule la voie LIMK/cofiline, RASSF1A
contribue également a la régulation de la polymérisation des filaments d’actine

(Dubois et al., 2016).
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e Régulation de ’apoptose (Figure 28):

o L’activation de RASSF1A par les récepteurs de la mort (TNFR1 et FAS) est
médiée par son association avec MOAP-1 (Modulator of Apoptosis), une
protéine qui se lie au domaine de mort de TNF-R1 et favorise la régulation de la
protéine BH3 pro-apoptotique BAX. Aprés stimulation des récepteurs,
RASSF1A et le MOAP-1 sont recrutés a la membrane au sein d’un complexe
(Richter et al., 2009), modifiant la conformation de MOAP-1, ce qui lui permet
ainsi d’activer la protéine Bax (Vos et al., 2006).

La protéine d’échafaudage 14.3.3 séquestre RASSF1A lorsque celle-ci est
phosphorylée sur les serines 175, 178, et 179 par la serine/thréonine kinase
GSK-3beta, mais I’activation de TNFRI1, FAS ou TrailR1 inhibe -cette
association, libérant ainsi RASSF1A qui pourra alors interagir avec MOAP1
(Ghazaleh et al., 2010). La mort cellulaire est ainsi déclenchée, Bax libére le
cytochrome ¢ des mitochondries, qui active alors les caspases 3, conduisant
notamment a la fragmentation de I’ADN, directement ou indirectement, €en
clivant et activant la kinase MST1, laquelle transloquée dans le noyau, induit la
fragmentation d’ADN aprés activation du facteur de transcription c-jun (décrit

dans la partie 111.B.2).

o La voie pro-apoptotique Hippo : RASSF1A peut interagir avec MST1/2 via leur
domaine SARAH et ainsi favoriser leur I’auto-activation et les stabiliser, en
empéchant leur déphosphorylation par les activités phosphatases PP2A (Protéine
phosphatase de type 2A) et ainsi réguler positivement l'activité de la kinase
MST1/2, les mécanismes seront décrits plus loin dans ce manuscrit (Bitra et al.,
2017; Guo et al., 2011). RASSF1A module cette voie en interagissant avec la
kinase pro-apoptotique MST1/2, libére la kinase RAF-1 qui a 1’état basal
séquestre MST. Une fois activée MST2, lie alors LATS laquelle phosphoryle
YAP sur certains résidus sérine et thréonine spécifiques, lui permettant d’étre
transloqué dans le noyau, et de former un complexe avec p73/p53, qui favorise
alors la transcription des géenes pro-apoptotiques tels Bax et PUMA (P53 up-
regulated modulator of apoptosis), qui initient I’apoptose (Matallanas et al.,
2007; Richter et al., 2009).
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Régulation de IP’autophagie : la perte d’expression de RASSFIA entraine une
sensibilité accrue des cellules aux agents dépolymérisant (Liu et al., 2003), ainsi
qu’une altération de la polymérisation des microtubules. Cette perte, a I’image de
I’effet d’agent dépolymérisant, pourrait empécher la maturation et les mouvements des
autophagosomes associés aux microtubules puisqu’en effet les microtubules
interviennent dans le transport des autophagosomes matures et jouent un role dans leur
biogenése et leur fusion avec les lysosomes (Fass et al., 2006; Kdchl et al., 2006; Xie
et al., 2010). RASSF1A pourrait ainsi controler I’autophagie.

Régulation de I’adhésion et de la mobilité cellulaire : RASSF1A apparait étre le
gardien de la cytoarchitecture, de 1’adhésion et de la motilité des cellules.
L’interaction et la régulation de la dynamique des microtubules par RASSF1A
suggerent que c’est une protéine clef du contrdle de la mobilité cellulaire. RASSF1A
inhibe en effet, I’activation pro-tumorigenique de RhoA, sa liaison directe entraine la
dégradation de RhoA par le protéasome via 1’ubiquitine ligase E3 Smurfl (Smad
ubiquitination regulatory factor 1) (Lee et al., 2016). De plus, RASSF1A est capable
de diminuer I’activité des kinases SRC ce qui limiterait le phénotype pro migratoire,
invasif et tumorigénique des cellules de lignées bronchiques et mammaires (VIahov
et al., 2015). Enfin la présence de RASSF1A est requise pour I’activation de RhoB
(Dubois et al., 2016), une petite GTPase aux propriétés anti-migratoires (Bousquet et
al., 2009).

Régulation du cycle cellulaire (Figure 29): RASSF1A intervient dans le cycle
cellulaire au niveau du point de contrdle G1/S en régulant le niveau d’expression de
la cycline D1 (Shivakumar et al., 2002) et de la cycline A2 (Fenton et al., 2004).
RASSF1A agit de maniere directe par interaction avec le facteur de transcription
p120%F (Fenton et al., 2004) et la protéine adaptatrice Cdc20. La protéine 120547
régule négativement la transcription de la cycline A2, protéine nécessaire a la
transition G1-S. L’interaction de RASSF1A avec Cdc20 induit un blocage du cycle
en prophase (point d’arrét en phase M) (Song et al., 2004), en I’empéchant d’activer
le complexe de promotion de 1’Anaphase (APC). Complexe chargé¢ d’induire
I’ubiquitination et la dégradation des cyclines A et B ainsi que de la sécurine, la
protéine bloquant la séparation des chromatides sceurs lors de 1’anaphase (Song et
al., 2009). Le complexe APC empéche a son tour la dégradation des cyclines A et B

requises pour la poursuite de la mitose (Mathé, 2004).
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La liaison NF2-Kibra, protéines interagissant avec une variété de voies de signalisation
cellulaires, conduit a la co-localisation apicale de Kibra/Ex/NF2 et au recrutement des
kinases: MST et LATS a la membrane plasmique. Activées, les kinases LATS
phosphorylent YAP provoquant sa séquestration dans le cytoplasme de la cellule et son
inactivité. Parmi les régulateurs figurent également les TAOK qui peuvent activer MST1/2
ou encore RASSF1A et LATS1/2. Enfin, RASSF1A/LATS2 sont également régulées par
les MAP4K, Ajuba ou encore AMOT, qui peut par ailleurs, comme les protéines 14.3.3,,
empécher la translocation nucléaire de YAP et TAZ et les séquestrer dans le cytoplasme
(Adapté de Zygulska et al., 2017).
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111.B.1.h. Autres réqulateurs de la voie Hippo :

Concernant les régulations a I’échelle de MST1/2, il a été montré que (Figure 30) :

o Les TAOK1-3 (thousand-and-one amino acids kinase), peuvent activer directement
MST1/2 (Thr1l83 pour MST1 et Thrl80 pour MST2). Ces TAOK contribuent ainsi au
controle de I’activité de YAP : en effet, lorsque TAOK1 est exprimée conjointement avec les
protéines LATS1, WW45 et MST2, l'activité de YAP est presque nulle. Les TAOK régulent
également les kinases MST1/2 indirectement en contrélant I'organisation du cytosquelette via
la régulation qu’elles exercent sur les MAPK p38 et JNK (Jun N-terminal Kinase): ces
TAOK sont en effet des MAP3K (mitogen-activated protein 3kinase), capable de
phosphorylation directe de MAP2K3 et de MAP2K®6, ce qui conduit a I'activation des MAPK
p38. TAOK3 (ou JIK) est également capable d'inhiber l'activation de JNK (Boggiano et al.,
2011; Poon et al., 2011; Zygulska et al., 2017).

o Le complexe Ex-Kibra-NF2 interagit avec MST1/2 indirectement via WW45 et
permet son activation en la confinant & la membrane plasmique. La protéine Fat1-4 est une
cadhérine atypique indispensable a la localisation de la protéine Ex (FRMDG6/Willin) aux
jonctions apicales (Deel et al., 2015). Celle-ci via son domaine FERM se lie a son tour avec
NF2-Kibra. Kibra, facilite I'association NF2/Ex toutes deux liées par leur domaine FERM et
stimule la phosphorylation de motifs hydrophobes de LATS1/2 (Genevet et al., 2010; Xiao et
al., 2011; Yu et al., 2010) ce qui conduit a la co-localisation apicale du complexe Ex-Kibra-
NF2, au recrutement des kinases MST1/2 et LATS1/2 a la membrane plasmique et ainsi a

I’activation de la voie Hippo.

o Le complexe Crumbs, localisé au niveau des jonctions serrées est constitué de 4
protéines principales : Crbl-3, Palsl, PatJ et Lin-7. La protéine Crumbs, transmembranaire,
interagit avec la protéine Ex via leur domaine FERM, conduisant a 1’activation de MST1/2 et
par conséquent régulant la localisation et la phosphorylation de YAP/TAZ (Varelas et al.,
2010). Comme l'assemblage du complexe Crumbs se produit avec la formation de contacts
cellule-cellule et la maturation des structures de jonction, l'activation de la voie Hippo est
couplée a la detection de densité cellulaire. En effet, recemment il est rapporté que la protéine
Crb3 agit comme un régulateur en amont de la voie Hippo, en recrutant d'autres molécules

Hippo, telles que Kibra et/ou Ex afin de réguler I'inhibition de contact (Mao et al., 2017).
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o Le complexe PAR, constitué de PAR3 PARG et aPKC (atypical protein kinase C)
interagit avec le complexe Crumbs via PARG et régule la voie Hippo par son interaction avec
MST1/2. L’aPKC inhibe I’activation de MST1/2 et par conséquent favorise la localisation
nucléaire de YAP/TAZ. PAR3 peut activer TAZ en induisant la déphosphorylation et
I'inactivation de LATS1 par son interaction avec de la protéine phosphatase 1(PP1) (Lv et al.,
2015).

o Le complexe Scribble (SCRIB/DLG/LGL), gardien de I’intégrit¢ du domaine
basolatéral indispensable a 1’établissement des jonctions intercellulaires, a un effet inhibiteur
sur le complexe PAR. La perte de Scrib entraine une localisation nucléaire de YAP et donc
son activation (Yang et al., 2015a)

o AKT, ABL et mTOR peuvent également phosphoryler MST1/2 et moduler son
activité (Zygulska et al., 2017).

Concernant les régulations des kinases LATS1/2 et des cofacteurs YAP/TAZ, il a été rapporté
que (Figure 30) :

o les TAOK1/3 peuvent activer directement LATS1/2 en les phosphorylant et ainsi
inhiber YAP/TAZ indépendamment de MST1/2 et des MAP4Ks (Plouffe et al., 2016).

o Les MAP4Ks sont des régulateurs physiologiques de LATS1/2 et YAP/TAZ en
réponse a un certain nombre de signaux en amont. MAP4K4/6/7 et MAP4K1/2/3/5
phosphorylent et activent LATS1/2 sur leurs motifs hydrophobes. La phosphorylation de
LATS1/2 par MAP4K4/6/7 nécessite NF2. Les MAP4Ks, composants de la voie Hippo
élargie, agissent en paralléle des kinases MST1/2 et sont partiellement redondants dans la
régulation de LATS1/2 et YAP/TAZ (Meng et al., 2015).

o NF2, régulateur en amont de la voie Hippo, interagit directement avec les kinases
LATS1/2 via son domaine FERM et les positionnent physiquement pour faciliter leur
phosphorylation par MST1/2 (Yin et al., 2013).

o La protéine Kibra peut s'associer et activer les kinases LATS1/2 en stimulant leur
phosphorylation sur le motif hydrophobe. Kibra stabilise LATS2 en inhibant son
ubiquitination. Dans certaines cellules humaines, Kibra peut donc réguler l'activité de la
signalisation Hippo de deux fagons: MST1/2-dépendante (par association avec NF2) et
MST1/2 indépendant (directement via LATS1/2) (Wilson et al., 2016; Xiao et al., 2011).
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D’autres régulateurs interagissent avec Kibra, notamment PTPN14, un autre composant des
jonctions adhérentes qui interagit et déphosphoryle la B-caténine. PTPN14 est un régulateur
négatif de YAP qui peut supprimer son activité en contrélant sa localisation (cytoplasmique)
en formant un complexe stable avec YAP, médié par des motifs PPXY et WW respectivement
(Michaloglou et al., 2013; Wang et al., 2012). PTPN14 peut aussi activer LATS1
indépendamment ou en coopération avec Kibra mais non-dépendant des kinases MST1/2
(Wilson et al., 2014).

o Les protéines AMOT, une famille de protéines d'échafaudage connue pour réguler
la croissance cellulaire et I'établissement de la polarité, ont été identifiées comme des
régulateurs négatifs indirects ou directs des effecteurs YAP et TAZ. Le recrutement au niveau
des jonctions serrées et du cytosquelette d’actine de LATS1/2 et YAP/TAZ favorise leur
phosphorylation et empéche leur translocation nucléaire. L’interaction directe se fait via le
domaine WW de YAP/TAZ et PPxY des protéines AMOT, indépendamment de leur
phosphorylation (Chan et al., 2011; Zhao et al., 2011). AMOT peut également fonctionner
comme un activateur en amont de NF2 dépendant du contact cellulaire, via un mécanisme
régulé par la phosphorylation (Ser518). AMOT peut se lier directement a la conformation
auto-inhibée de NF2 et ainsi la libérer favorisant la liaison de NF2 a LATS1/2 et par

conséquent I'activation de la voie Hippo (Li et al., 2015b).

o Ajuba interagit avec les kinases LATS1/2 et WW45 pour phosphoryler YAP/TAZ
(Jagannathan et al., 2016). Une étude a démontré dans des lignées cellulaires de
mésothéliome dépourvues d’Ajuba, un niveau plus déphosphorylé (activé) de YAP, ce qui
indique que Ajuba régule négativement l'activité de YAP a travers la famille LATS. Son
inactivation est un nouveau mécanisme clé dans le contrdle de la prolifération des cellules
mésothéliales (Tanaka et al., 2015). Ajuba fait partie d'une famille de protéines a domaine
LIM comprenant la Zyxine, WTIP, LIMD1, LPP et TRIP6 qui semblent toutes intéragir avec
les kinases LATS. TRIP6 constitue notamment un intermédiaire de signalisation mis en jeu
dans la mechano-transduction (le contrdle par YAP de la proliferation en fonction de la

tension mécanique induite par I'environnement cellulaire) (Dutta et al., 2018).

o L'a-caténine, composant des jonctions adhérentes reliant les cadheérines
membranaires au cytosquelette d'actine a un réle inhibiteur sur l'activité YAP par contrble de
sa localisation. La forte interaction de YAP avec 1'a-caténine est médiée par la protéine 14-3-3
qui se lie uniqguement au YAP phosphorylé sur I'une ou la totalité de cing résidus serines

critiques. YAP est séquestrée aux jonctions adhérentes par le complexe trimérique : a-caténine,
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14-3-3 et YAP, qui empéche la déphosphorylation/activation de YAP et son accumulation
nucléaire (Li et al., 2016a; Schlegelmilch et al., 2011).

En plus des protéines modulant la voie Hippo décrites ci-dessus, d’autres protéines requises

pour I'établissement et/ou le maintien de la polarité apico-basale modulent I’activité de YAP :

e la E-cadhérine qui induit I’adhésion cellulaire par sa liaison homophile (Kim et al.,
2016) ;

e LKB1 (Liver kinase B1) est capable d'induire la phosphorylation de YAP et sa
dégradation par le protéasome (Nguyen et al., 2013).

e NPHP4 (Nephronophtisis 4) peut interagir et inhiber LATS1 et déstabiliser la liaison
de 14.3.3 avec YAP/TAZ favorisant leur translocation nucléaire (Habbig et al., 2011).

e ZO-1 (Zonula occludens-1) réprime Il'activation de TAZ (Remue et al., 2010) alors
que ZO-2 induit la localisation nucléaire de YAP via son domaine PDZ (Oka et al.,
2010).

111.B.2. Le ceeur de la voie Hippo : MST1/2 et LATS1/2 et leurs adaptateurs

I11.B.2.a. Les kinases MST et leur protéine adaptatrice WW45

> Les Kinases MST

La famille des MST comprend cing protéines apparentées chez le mammifere : MST1
(STK4), MST2 (STK3), MST3 (STK24), MST4 (STK26) et YSK1 (STK25 ou SOK1). Ces
kinases sont des membres de la superfamille "STE" (Figure 31) (Creasy and Chernoff, 1995).
Les cing kinases MST sont divisées en deux sous-groupes : MST1/2 et MST3/4/YSKL.

Les kinases MST1/2 sont étroitement apparentées (76% d’homologie) et largement exprimées
dans les tissus humains (Xu et al., 2013), elles sont structurellement et fonctionnellement
distinctes de MST3/MST4/Y SK1, ce qui leur confere des roles distincts (Figure 32).

MST1/2 sont davantage impliquées dans le controle de la croissance cellulaire, 1’apoptose et
régulent la migration, tandis que MST3/MST4/YSK1 jouent quant a elles un réle important
dans la distribution du cytosquelette (donc dans le contréle des mouvements cellulaires,
MST3/4 controlant ’activité des ERM et de la paxiline (Gloerich et al., 2012)), la polarité
cellulaire (YSK-1 ayant la protéine 14.3.3 comme son substrat (Preisinger et al., 2004)) et

dans I’organisation de l'appareil de Golgi (Thompson et Sahai, 2015).
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Figure 33 : Structure des kinases MST.

Les kinases MST possédent 3 domaines fonctionnels: un domaine kinasique (en orange),
un domaine auto-inhibiteur (en bleu), et un domaine SARAH (en rouge), ainsi que
différents résidus sérine, thréonine et tyrosine phosphorylables et 2 sites de clivage par les
caspases (d’apres Cai et al. 2016).
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MST1 et MST2 sont les mieux caractérisées des kinases MST, elles sont toutes deux

composées (Figure 33) :

e d’un domaine kinase N-terminal,

e d’une région régulatrice C-terminale pouvant étre divisée en deux domaines

fonctionnels :
- un domaine auto-inhibiteur

- et un domaine de dimerisation en hélice enroulée (coiled-coil) : le domaine
SARAH (Creasy et al., 1996).

Ces kinases possedent également 2 sites de clivage par les caspases et 5 sites de
phosphorylation. Le segment reliant le domaine catalytique au domaine SARAH n'est pas
complétement connu, ses caractéristiques principales comprennent un motif de clivage de la
caspase 3 (D326 pour MST1 et D322 pour MST2) et en position plus distale, un motif de
clivage de la caspase 6/7 (D349) présent dans MST1 seulement (Galan et Avruch, 2016).
Chez I’homme, MST1 et MST2 sont constituées respectivement de 487 et 491 acides aminés,
leur domaines catalytiques sont identiques a plus de 95% (Galan and Avruch, 2016).

L'activité de MST1 est régulée par phosphorylation des résidus thréonine (T120, T183, T387),
du résidu tyrosine (Y433) et du résidu sérine (S438) (Figure 33). La kinase MST1 sera activée
par la phosphorylation accrue des T183 et Y433 et inhibée apres la phosphorylation des T120,
T387 et S438 (Cai et al., 2016).

Les kinases MST peuvent étre inactivées par déphosphorylation des S/T activatrices par les
phosphatases PP1/PP2A (Guo et al., 2011; Sanchez-Sanz et al., 2016),) ou les phosphatases
PHLPP1/2 (Pleckstrin homology domain leucine-rich repeat protein phosphatase) (Jung et al.,
2014).
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Figure 34 : Structure du domaine SARAH de MST1 (résidus 432-480), interaction
homotypique de MST1 et interaction hétérotypique de MST1 avec les protéines
RASSF.

(A) Le dimere de MST1 SARAH humain, les deux monomeres sont respectivement de
couleur magenta et orange. Les résidus de proline sont en verts. (B) Structure A tournéee de
90 ° autour d'un axe horizontal. (C) Le domaine kinase MST1 est lié au dimere SARAH a
travers un lieur flexible, permettant I'autophosphorylation. (D) Le domaine d'association
Ras de la famille RASSF lié a leur domaine SARAH intervient dans l'interaction
hétérotypique avec les kinases MST. Cette interaction peut induire la co-localisation de
suppresseurs de tumeurs de la famille RASSF avec des kinases MST dans l'apoptose
(Hwang et al., 2007).
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Le domaine SARAH de MST1/2 contribue également a 1’activité de ces protéines car il leur
permet de s’homo- ou s hétérodimériser et ainsi les stabilisent.

Le monomeére MST1, relativement instable, comprend deux hélices :

» une hélice courte en N-terminale (résidus 433-437), nommeée hl

» une hélice longue en C-terminale (résidus 441-480), nommee h2.

L'homodimérisation de MST1 crée une paire tres stable de longues hélices antiparalleles
(h2/h2’) fournissant une interface de liaison entre les deux monomeres, et I’hélice courte d’un
monomere est recourbée vers I'hélice longue opposée. Les interactions hydrophobes, des
liaisons hydrogenes et les interactions électrostatiques entre les hélices stabilisent I'interface
du dimeére (Hwang et al., 2007) (Figure 34).

Les kinases MST n’agissent pas uniquement dans le cadre de la signalisation Hippo, elles
interagissent et régulent également d’autres partenaires que les kinases LATS leur permettant
ainsi de participer également a la régulation de 1’apoptose (Matallanas et al., 2007), du cycle
cellulaire, de la duplication des centrosomes (Hergovich et al., 2009), de la mitose (Chiba et
al., 2009; Guo et al., 2007; Praskova et al., 2008) et de la migration cellulaire notamment des
lymphocytes (Katagiri et al., 2009).

Concernant MST1, qui fait plus particuliérement en partie 1’objet de cette thése, il a ainsi été

démontré que cette kinase participe a la :

e Régulation de la mort cellulaire

o MST1 et apoptose

MSTI1 controle I’apoptose via des mécanismes caspase-dépendant et caspase-indépendant.
Elle est reconnue dans la littérature principalement comme étant une kinase pro-apoptotique
(Creasy et Chernoff, 1995; Servas et al., 2017).

Au cours de I’apoptose, induite par un stress cellulaire ou la stimulation des récepteurs de
mort cellulaire tel que FAS, les kinases MST1/2 sont clivées par les caspases activées, ce qui
génere des protéines actives tronquées sans site d’autophosphorylation ni domaine SARAH
(Graves et al., 1998). MST1 ainsi clivée phosphoryle ’histone H2AX, ce qui est essentiel
pour la condensation de la chromatine et la fragmentation de I'ADN pendant I'apoptose (Wen
et al., 2010).
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Apoptose

Figure 35 : Multiple voies de signalisation apoptotique médiées par les cibles des
kinases MST.

Le complexe Ras-Norel-MST régule l'apoptose directement ou en agissant sur des
intermédiaires, substrats de MST1 dont FOXO, H2B, JNK ou LATS. AKT module
I’apoptose induite par les kinases MST (d’aprés Radu et Chernoff, 2009).
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Les kinases MST peuvent également réguler 1’apoptose via :

e Les protéines RASSF1-6 : non clivées, les kinases MST1/2 peuvent s’hétérodimeriser
a ces protéines par leur domaine SARAH. MST1 inactive, liée 8 RASSF1A via son
domaine SARAH est phosphorylée (T183) et activée par 1’association de la protéine
pro-apoptotique CNK1 (Connector enhancer of kinase suppressor of ras 1), apres la
stimulation des récepteurs de mort (FAS activés) (Oh et al., 2006; Rabizadeh et al.,
2004). MST peut ainsi accélérer 1’activation des caspases 3 par phosphorylation des
régulateurs pro et anti-apoptotiques de caspase (Graves et al., 1998; Lee et al., 2001).
De plus, aprés I’activation des récepteurs de mort, la caspases 3 activée clive a son
tour MST1 associée a RASSF1A, conduisant a un mécanisme d’activation de MST1

cette fois-ci caspase-dépendant (Song et al., 2008).

e La protéine p53 : MSTL1 peut favoriser I'apoptose via p53 aprés dommages de I'ADN.
En effet, MST1 augmente l'acétylation de p53 et la transactivation en inhibant la
désacétylation de Sirtuin 1 (Sirtl) et son interaction avec p53. Sirtl peut en effet étre
phosphorylée par MST1 conduisant a I'inhibition son l'activité (Yuan et al., 2011).
Enfin, la combinaison du modulateur de kinase, DAP4 (Death Associated Protein-4),
avec MST1/2 dans le noyau peut déclencher I’apoptose en permettant leur

colocalisation avec p53 (Lin et al., 2002).

e FOXO (Figure 35) : Les facteurs de transcription FOXO sont des substrats des kinases
MST. Non clivée, MST1 phosphoryle FOXO au niveau d'un résidu sérine conservé
(Ser 207 pour FOXO3 et Ser 212 pour FOXO1) (Lehtinen et al., 2006; Yuan et al.,
2009). Ainsi phosphorylé par MST1, FOXO se lie a 14-3-3, ce qui empéche sa
translocation nucléaire et I’activation d’un certain nombre de genes pro-apoptotiques
(Yuan et al., 2009). Déphosphorylé et libre de 14-3-3, FOXO conduit a la mort
cellulaire des cellules neuronales des mammiféres en réponse au stress oxydatif
(Lehtinen et al., 2006). La kinase AKT module les activités pro-apoptotiques de
MST : en effet AKT phosphoryle MST1, ce qui empéche son activation par clivage
des caspases de MST1 (Jang et al., 2007). MST1 peut a I’inverse inhiber AKT par
phosphorylation directe et ainsi contréler la voie de signalisation PI3K/AKT (Cinar et
al., 2007).

e Bcl-xL: En condition de stress cellulaire, dans des cardiomyocytes, MST1

phosphoryle Bcl-xL un membre de la famille Bcl-2 qui agit de maniére anti-
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Figure 36 : Les mécanismes moléculaires de I’autophagie.

L’autophagie est régulée par plusieurs facteurs : la protéine anti-apoptotique Bcl-2
I’inhibe alors que le complexe PI3KIII (Vsp34)-Beclin-1, la protéine LC3 et le
complexe Atg5-Atgl2 permettent son initiation par la mise en place du pré-
autophagosome. MST1 peut selon son action inhiber (phosphorylation de Beclin-1) ou
favoriser ce processus (phosphorylation de LC3). Les fleches en rouge représentent
I’inhibition et celles en bleu, I’activation/initiation de 1’autophagie.
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apoptotique en interagissant avec Bax et Bak. Cette phosphorylation bloque les
interactions Bcl-xL/Bax ce qui induit I'activation de Bax et donc la mort apoptotique
(Del Re et al., 2014; Nakamura et al., 2016).

o MST1 et Autophagie

L'autophagie est un processus catabolique conservé au cours de 1’évolution qui joue un role
crucial dans I'hnoméostasie cellulaire en facilitant la dégradation lysosomale des composants
cytosoliques tels que les macromolécules et les organelles défectueuses (Levine et Klionsky,
2004).

Ce processus comprend une série d'événements complexes dans lesquels le matériel
cytosolique est séquestré dans des vésicules a membrane double appelées autophagosomes,
qui fusionnent ensuite avec les lysosomes acides pour former des autolysosomes, ou le
contenu de ces vésicules est dégrade et recyclé. Ces différentes étapes sont orchestrées par un
groupe de protéines : Atg (Autophagy genes), se complexant les unes avec les autres et
s’associant transitoirement avec la membrane pré-autophagosomale et celle de
I’autophagosome, ces protéines étant recrutées dans le cytoplasme.

Wilkinson et collaborateurs, rapportent que les deux Kkinases MST1/2 peuvent réguler
’autophagie par phosphorylation directe de LC3 (Light Chain 3) sur sa thréonine 50, LC3 est
une protéine clé dans la formation des autophagosomes (Wilkinson et Hansen, 2015) en
jouant un réle critique lors du recrutement, la biogenése et I'achévement de I'autophagosome
(Figure 36). La perte de phosphorylation de LC3 bloque le processus d’autophagie en altérant
la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Wilkinson et al., 2015).

La perte de MST1/2 altére l'autophagie dans une grande variété d'espéces, indiquant que ces
kinases sont des régulateurs conserves de I'autophagie (Wilkinson et al., 2015).

De plus, Maejima et collaborateurs ont montré que MST1 peut bloquer l'autophagie en
phosphorylant directement Beclinl (nécessaire a I’activation de 1'autophagie) dans un modéle
murin d'infarctus du myocarde. Ainsi, au cours du stress cellulaire, MST1 activée peut
phosphoryler Beclinl (domaine BH3) sur la thréonine-108, conduisant & la separation de
Beclin-1 du complexe Atgl4L-Vps34 (Maejima et al., 2013). Beclinl dissociée entre ensuite
en compétition avec Bax pour interagir avec Bcl-2, supprimant l'autophagie et entraine
I'accumulation d'agrégats de protéines (Figure 36). Bax non liée se déplacera vers les
mitochondries déclenchant des perturbations mitochondriales, conduisant au relargage du

cytochrome c et a l'activation de la caspase et ainsi entrainant I'apoptose (Cai et al., 2016),

55



A Migration

= S
o .

y 4 ¢ N
/ | \
. i Rho  Rac U

| Dodé

"

P
DENND1C"

Mst2
Rassf5
™ @m Rassf5 : —
T1 — 80 ‘
TR p Ny B i, TR b
AT e NFSTTT T, SIS, G " "
SRR gbumv;;jw ?ﬂi-ﬁ’i".ri‘s"@ RARRAROAY
Active Active Inactive Inactive

Figure 37 : Signalisation MST1 dans les lymphocytes indépendante de la voie Hippo.
A) La kinase MST1 est activée en amont par les chimiokines et le récepteur des
lymphocytes T (TCR). Ces signaux sont propagés par l'activation de la petite GTPase
Rapl, qui se lie a I'adaptateur de protéine RASSF5 qui contient un domaine SARAH
permettant l'interaction avec MST1. MST1 activée peut phosphoryler le facteur d'échange
guanine-nucléotide (GEF) de DENND1C, conduisant a l'activation de la petite GTPase
Rabl13, et a I’agrégation de l'intégrine LFA-1. MST1 favorise également la migration
cellulaire en phosphorylant GEF Dock8 et Rac/Rho (d’aprés Rawat and Chernoff, 2015).
B) RASSF5 régule I’activation de MST1 : si RASSF5 se lie a MST1 inactive, RASSF5
prévient son activation. Si RASSF5 se lie & MST1 active, RASSF5 prévient son
inactivation (d’apres Rawat et Chernoff, 2015).
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suggerant donc l'existance dans la cellule d'une régulation réciproque de l'autophagie et de

I'apoptose faisant intervenir les kinases MST.

Comprendre les signaux qui régulent l'activation de tous ces programmes de mort cellulaire

par MST1/2 pourrait avoir un impact majeur sur le traitement de différentes pathologies.

e Régulation de la prolifération cellulaire et de la migration

MST1 pourrait jouer un role dans ’immunité. En effet, il a été rapporté chez des souris
déficientes en MST1 et chez des patients portant une mutation de MST1, une fonction
immunitaire altérée avec une susceptibilité accrue aux infections bactériennes et virales
(Abdollahpour et al., 2012). Les auteurs décrivent un nouveau syndrome d'immunodéficience
primaire chez I’lhomme causé par une mutation non-sens homozygote de MST1.

Ces données sont en accord avec une autre étude qui montre un déséquilibre de la
signalisation des lymphocytes T en I'absence de MST1, par une augmentation de l'apoptose et
donc une diminution du nombre de lymphocytes T, avec un réle de la voie MST1/FOXO1
dans le contrdle de la mort des cellules T naives humaines (Nehme et al., 2012).

Dans les lymphocytes T, MST1 est en effet activee suite a la liaison de chimiokines a leurs
récepteurs et/ou du récepteur des lymphocytes T (TCR) via la petite GTPase Rapl qui se lie a
MST1 par I’interaction avec RASSF5. Le complexe MST1/RASSF5/Rapl active Rab13 qui
contribu a regrouper en «cluster » I’intégrine LFA-1 a certains endroits de la membrane
plasmique (Katagiri et al., 2009) (Figure 37). MST1 peut en parallele promouvoir la
migration des lymphocytes en phosphorylant, via Mobl, la GEF Dock8, qui active les
protéines de la famille Rho et Rac, qui sont des protéines clés du mouvement cellulaire
(Rawat et Chernoff, 2015).

L'immunodéficience associée a la perte de MST1 chez les mammiféres pourrait également

étre liée a sa fonction dans 1’autophagie, avec un role important de ce processus dans le

développement et la fonction du systéme immunitaire adaptatif (Sumpter et Levine, 2010).
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Figure 38: Structure des kinases NDR.

Les kinases NDR partagent toutes deux des caractéristiques uniques : un domaine de
régulation N-terminal (NTR), conservé avec un site de phosphorylation, a proximité du
domaine catalytique et une insertion entre les sous-domaines I-VII et VI11-1X du domaine
catalytique (séparés 1I’un de I’autre par plusieurs acides aminés basiques inhibant 1’auto-
activation de la kinase). Ces deux domaines uniques jouent un réle dans la régulation des
NDR, le NTR étant nécessaire pour la liaison du co-activateur (Mob), régulant
positivement (Mobl) ou négativement (Mob2) ces kinases. Les deux domaines
kinasiques I-VII et VIII-1X sont séparés par une séquence auto-inhibitrice (AIS) et un
segment d’activation (AS) ou se trouve un site de phosphorylation. En partie C-terminale,
se situe un motif hydrophobe (HM) contenant un site de phosphorylation. Chaque kinase
NDR posséde des sites de phosphorylation qui lui sont propres (d’aprés Hergovich et al.,
2006).



Introduction

» La protéine WW45 (Savl)

Cette protéine adaptatrice associée aux kinases MST, possede un domaine SARAH sur la
partie C-terminale et 2 domaines WW lui valant son nom : WW45.

Cette protéine a éte initialement identifiée comme un partenaire de la kinase MST1, favorisant
I'apoptose passant par celle-ci (Luo et al., 2009). Toutefois WW45 est également requise pour
la stabilisation de MST1/2, et forme un complexe avec ces derniéres et les kinases LATS1/2,

cet ensemble s’autorégule par phosphorylation (Graves et al., 1998).

I11.B.2.b. Les kinases NDR et leur protéine Adaptatrice

> Les kinases NDR

Les kinases NDR sont constituées de 4 membres, les kinases LATS1 et LATS?2 et les kinases
NDR1 et NDR2 (nommées aussi STK38 et STK38L). Ces NDR appartiennent a la sous-
classe des sérine/thréonine kinases AGC (Protein kinase A, protein kinase G and protein
kinase C) qui sont activées par la phosphorylation d'une sérine (LATS) ou d'une thréonine
(NDR) conservée dans une région d'activation C-terminale du domaine catalytique de la

kinase.

Les NDR sont composées d’un domaine de liaison a leur adaptateur Mob appelé NTR (N-
terminal regulatory domain) que les autres kinases AGC ne possedent pas ; de 2 domaines
kinasiques I-V11 et VII1-1X séparés par une séquence auto-inhibitrice (AlS) et un segment
d’activation (AS) ou se trouve un site de phosphorylation (sérine) ; et un motif hydrophobe
(HM) en C-terminale contenant un site de phosphorylation (thréonine) (Pearce et al., 2010)
(Figure 38).

Les kinases NDR sont régulées/phosphorylées par les kinases MST, bien que d’autres

régulateurs en amont puissent également intervenir dans cette régulation.
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e NDR1/2

Les kinases NDR1/2 possedent une forte homologie de séquence (87%), qui leurs conférent

de nombreux réles communs (Stegert et al., 2004). L’activation des kinases NDR1/2 se fait :

1) par la phosphorylation de leurs motifs hydrophobes sur la thréonine 444/442 via les kinases
MST1/2/3,

2) par leurs liaisons a Mob1 via leur domaine NTR sur la sérine 281/282 dans leur boucle

d’activation T-loop, nécessaire pour soutenir I'auto-phosphorylation de NDR1/2, et

3) PP2A qui peut déphosphoryler les deux thréonine 444/442 NDR1/2 et ainsi inactiver ces
kinases (Hergovich, 2013).

Les kinases NDR1/2, régulent YAP en phosphorylant sa sérine 127 empéchant ainsi sa
translocation nucléaire (Zhang et al., 2015). De par les substrats qu’elles peuvent
phosphoryler, les kinases NDR1/2 ont aussi été impliquées dans la régulation de la
cilliogenése, la duplication des centrosomes et 1’alignement des chromosomes au cours de la
mitose, comme la progression G1/S, la cytocinése et enfin 1’apoptose (Chiba et al., 2009,
2013; Cornils et al., 2011; Emoto et al., 2006; Gupta et al., 2014; Vichalkovski et al., 2008),

et plus récemment 1’autophagie (Joffre et al., 2015).

e LATS1/2

Les kinases LATS1 et LATS2 possedent chacune deux principaux sites de régulation, une
boucle d’activation située sur la sérine 909 et 841 respectivement, et un site de
phosphorylation par les kinases MST sur la thréonine 1079 et 1041 (Chan et al., 2005). La
phosphorylation de ces 2 résidus favorise ’activation des cofacteurs YAP et TAZ via leur
motif PPXY. LATS1/2 peuvent étre déphosphorylées, sur ces deux sites, par la phosphatase
PP2A.

La principale fonction de ces kinases est de phosphoryler YAP/TAZ sur 4 a 5 résidus sérine
(dont les S127 et S381 pour YAP et S89 pour TAZ). Toutefois, YAP/TAZ ne sont pas les
seuls substrats des kinases LATS1/2, ces derniéres contrblent également I'noméostasie
cellulaire, régulent le cycle cellulaire et la mobilité des cellules via la régulation qu’elles
exercent sur le cytosquelette d’actine et les microtubules, notamment parce qu’elles régulent

la voie LIMK/cofiline (Hirota et al., 2000; Meng et al., 2016; Visser et Yang, 2010).
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Les kinases LATS sont impliquées dans des voies suppressives de tumeur et oncogéniques.
LATS2 peut se lier a la protéine MDM2, inhibant ainsi son activité E3 ubiquitine ligase pour
stabiliser p53, ce qui favorise la transcription de LATS2 (Furth et Aylon, 2017).

» La protéine Mobl

La protéine adaptatrice Mob1, associée aux kinases LATS et NDR via leur domaine NTR,
fait partie d’une famille de protéines composée de 4 membres : Mob1-4, seule Mobl peut se

lier et activer les kinases NDR.

Chez I’homme, il existe 7 isoformes Mobl (hMOB1A-B, 2A-C, 3, 4), hMOB1A et hnMOB1B
partagent 95% d’identité de séquence, (Hergovich, 2011). Mob1 permet ainsi I’activation des
kinases NDR en interagissant avec ces dernieres. L'efficacité de cette liaison est
considérablement augmentée lors de la phosphorylation de Mobl sur les résidus thréonine 12
et 35 par les kinases MST1/2 (Couzens et al., 2017; Kim et al., 2016; Ni et al., 2015;
Praskova et al., 2008). Cette affinité accrue de phospho Mobl pour les NDR entraine un
changement conformationnel (Hergovich, 2013). La formation des complexes Mob1/NDR et
Mob1/LATS entraine une augmentation de I'autophosphorylation des kinases NDR/LATS sur
sa boucle de régulation. L'interaction de hMOB1 avec NDR est également importante pour la
phosphorylation des motifs hydrophobes de NDR1/2 par les kinases MST, tandis que la
phosphorylation des motifs de LATS1/2 est indépendante de hMob1 (Hergovich, 2012).

La protéine hMob2, joue également un role dans la régulation de la signalisation NDR mais
n’est pas associée a LATS1/2. hMOB2 entre en compétition avec hMobl pour se lier au
domaine NTR de NDR1/2, cette liaison est inhibitrice de la phosphorylation de NDR, tandis
que la liaison a hMob1 est activatrice (Gundogdu et Hergovich, 2016; Kohler et al., 2010).
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Figure 39 : Domaines protéiques des effecteurs terminaux YAP et TAZ.

Représentation schématique des différents domaines de liaison de YAP/TAZ avec leurs
principaux partenaires connus (interactions) pour chaque domaine, leurs sites de
phosphorylation ainsi que les kinases catalysant ces modifications (d’aprés Piccolo et al.,

2014).
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I11.B.3. Les effecteurs terminaux : YAP et TAZ

I11.B.3.a. Description générale

Les protéines YAP et TAZ, homologues & 46% sont issues de la transcription de deux génes
distincts : YAP1 (11922) et WWTRL1 (3g25) qui seraient issus d'une duplication du gene YAP1
au moment d'une duplication du génome au cours de I'évolution (Hilman et Gat, 2011). Ces
deux cofacteurs transcriptionnels, ne possedent pas de domaines de liaison a I'ADN, mais ont
plusieurs domaines en commun leur permettant d’interagir avec plus d’une vingtaine de

partenaires (Figure 39) :

- un domaine d’interaction aux facteurs de transcription de la famille TEAD
(Transcriptional enhancer factor TEF-1) situé en N-terminal, qui donne le réle

d’activateur transcriptionnel de YAP et TAZ.
- un domaine de liaison a la protéine 14.3.3.

- un ou deux domaines d’interaction de type WW selon I’isoforme, ces domaines WW
sont constitués de résidus tryptophanes permettant 1’interaction de nombreuses protéines
avec un motif PPxY (notamment LATS1/2 et Kibra).

- un domaine coiled-coil

- un domaine TAD (transactivateur), modulant [l'activité transcriptionnelle de ses
partenaires, au sein duquel se trouve la région ciblée par le complexe B-TRCP/SCF E3

ubiquitine ligase, qui induit la dégradation de Y AP phosphorylé sur sa serine 381.

- le domaine d’interaction (motif PDZ) permettant a YAP et TAZ de s’ancrer a toutes les

protéines possédant le méme motif PDZ (Hong et Guan, 2012).

- un domaine riche en proline en partie N-terminale et un motif SH3 présent sur YAP mais
absent de TAZ.
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Figure 40 : Représentation schématique des variants (A) et isoformes (B) de YAP1-1
et YAP1-2.

Le géne YAP1 comprend 9 exons. Le premier domaine WW est codé par les exons 2 et 3.
Le second domaine WW, parfois épissé, est codé par I'exon 4; il permet de distinguer les
deux familles d'isoformes de YAP1: YAP1-1 et YAP1-2 (d’apres Gaffney et al., 2012).
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Le gene YAPL génere 8 variants (de YAP1-1la a YAP1-15 et YAP1-20 a YAP1-25) sépares
en 2 groupes YAP1-1 et YAP1-2 (les 4 isoformes YAP-1 présentent un seul domaine WW et
les 4 isoformes YAP1-2 en possédent deux) (Gaffney et al., 2012) (Figure 40).

Les protéines issues de I'épissage alternatif du gene YAP1 sont constituées de 450 AA (YAP1-
1a) a 508 AA (YAP1-25).

En l'absence d'études s'étant intéressées aux différences fonctionnelles induites par ces
différentes isoformes de YAPL, nous ne connaissons rien du role spéecifique de chacune de ces

isoformes.

Le gene WWTRL qui code la protéine TAZ (400 AA) est quant a lui constitué de 7 exons. A

I'neure actuelle, aucun travail n'est publié sur I'existence d'isoformes de TAZ chez I’homme.

I11.B.3.b. Les réqulations de I’activité et la localisation subcellulaire de YAP/TAZ

1) Voie canonique

Les effecteurs terminaux YAP/TAZ sont principalement régulés par la voie de signalisation
Hippo. L’inhibition de YAP/TAZ par phosphorylation de leurs résidus sérine (5 pour YAP et
4 pour TAZ), catalysée par les kinases NDR, traduit 1’activation de la voie Hippo.

La phosphorylation de YAP/TAZ sur la sérine 127 par LATS1/2 entraine leur séquestration
cytoplasmique (Serl27/89) ou la dégradation par le protéasome (Ser381/311) apres
interaction des effecteurs avec la kinase CK16/e (Casein kinase 1) conduisant au recrutement
du complexe SCF? """ E3 ubiquitin ligase (Liu et al., 2010; Zhao et al., 2010).

Les kinases NDR1/2 tout comme LATS1/2 sont également capables de phosphoryler Y AP sur
sa sérine 127 (Zhang et al., 2015).

Nous verrons plus loin que les kinases NDR ne sont pas les seules a controler la distribution
subcellulaire de YAP/TAZ. En effet, la seule phosphorylation de YAP en S127 ne suffit pas
forcément a une séquestration compléte de YAP dans le cytoplasme puisque malgré cette
phosphorylation YAP peut étre nucléaire (Wada et al., 2011), cette observation a d’ailleurs
été reproduite par notre groupe en IF et par des expériences de fractionnement subcellulaires
(Dubois F, Keller M et al., unpublished data).

61



Glucagon, adrénaline

LPA, S1P, thrombine

LA A A & & & 4 & & 4 4 A A A A A 4 4 4 & 4 4 & & A A A 4 4 & A 4 4 & 4 4 & 4 4 4 4
1, BN A p A N N P e, N A Y e Y W Mo N Lo L N N Lo M N N N I W A A I A S I Al N A A

} |

Gal2/13
Gas Gag/11
Gai/o

=
(7]
)
[
[°)
s
(8]
o | A p— —— — ]
- i
. / Cell growth @
Cell migration )
- Tumorigenesis e
=

t

: B ene expression
SOGOCOCOCoCC

Figure 41 : Régulation de la voie Hippo-YAP/TAZ par les GPCRs via la signalisation
Rho GTPase et AMPc-PKA.

Lors de la stimulation de la sous unité Gas du GPCR, l'activation de la PKA par I'AMPc
entraine l'inhibition des GTPases Rho, qui inhibent indirectement I'activité des kinases
LATS via les filaments d’actine. Les kinases LATS1/2 sont alors activées via I'AMPc-PKA,
ce qui entraine I'inhibition de YAP/TAZ par séquestration dans le cytoplasme.

En revanche, la stimulation des sous unités Gal2/13, Gaq/11 ou Gai/o par leurs ligands,
antagonise I'effet de I'AMPc ou de la PKA sur la phosphorylation de YAP en activant les
GTPases Rho et I'assemblage du cytosquelette (d’aprés Zhou et al., 2015).
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2) Voie non canonique :

Comme évoqué plus haut, la localisation subcellulaire de YAP/TAZ ne dépend pas que des
kinases Hippo, il existe en effet une régulation non-canonique de I’activité de ces effecteurs.
La régulation de la distribution subcellulaire de YAP/TAZ exercée par les kinases NDR, peut
étre influencée par des régulateurs qui agissent en amont de cette voie mais aussi par la
signalisation cellulaire induite par les GPCR comme la voie APMCc/PKA et les protéines Rho
(Yuetal., 2012).

L'activité de YAP/TAZ peut étre modulée positivement ou négativement par une large gamme

de signaux extracellulaires traduits par les GPCR via (Figure 41):

e la stimulation des protéines Rho GTPases par les sous unités Gal12/13, Gag/11, ou
Guai/o activées et stabilisées par LPA (Lysophatidic acid) ou S1P (Sphingosinel-
phosphatase. Les Rho agissent sur le cytosquelette d’actine en modulant la voie
LIMK/Cofiline (polymérisation de 1’actine) entrainant I’inhibition de ’activité des
kinases LATS1/2 et par conséquent la translocation nucléaire de YAP/TAZ (Aragona
etal., 2013; Yu et al., 2012; Zhu et al., 2015b).

e L’activation de la voie AMPCc/PKA par la sous unité Gas stimulées par le glucagon
ou I’épinephrine, active les kinases LATS1/2 (en inhibant les Rho GTPases et en
favorisant la phosphorylation des LATS) et inhibe YAP et TAZ de fagon dépendante
de la PKA (Yu et al., 2013).

Il a été démontré que la régulation de YAP par les protéines G est médiée par la famille Rho
de GTPases, la dynamique de l'actine et LATS1/2 (Yu et al, 2012) ou la PDK1
(phosphoinositide-dependent kinase) et la PI3K (Gumbiner et Kim, 2014; Wang et al.,
2016c¢). Un autre niveau de régulation ligand-dépendante de YAP/TAZ est décrit, il s’agit de
la coopération de la voie Hippo-Wnt. En l'absence de signalisation Wnt, YAP/TAZ
participent a la dégradation de la B-caténine, a I’inverse, la stimulation par les ligands Wnt
dissocie le complexe de destruction, favorisant a la fois la transcription génique meédiée par
YAP/TAZ et la B-caténine (Azzolin et al., 2014).

62



1) Cell polarity and
cell junction factors

3) Ligand-dependent
activation

»

T T 0000

S0P OEP IS IIELIEILRIERELEELEEEE e Sesee

, X .
1Ll ‘

00

seees

il

Tight
junctions
Adherens a-catenin -
junctions PTPN14
- TAZ/YAP

Actin
Basolateral i
junctions e

4) Mechanical cues
Basal 5) Metabolic factors
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Figure 43 : La localisation de YAP est régulée par I’environnement cellulaire

Différentes forces mécaniques appliquées aux cellules régulent I'activité de YAP. YAP est
ainsi localisé dans le noyau et sous forme active dans des conditions ou la tension
intracellulaire est élevée (soit par une large zone d’adhésion, une MEC solide, des substrats
rigides, 1’étirement cellulaire ou les contraintes appliquées sur la cellule). A I’inverse, des
conditions favorisant de faibles forces contractiles dans la cellule, telles que de petites zones
adhésives, des MEC souples, des substrats flexibles, la relaxation des forces d'étirement ou la
culture en milieu statique, conduisent a une inactivation de YAP par exclusion nucléaire
(d’apres Fischer et al., 2016 et Elosegui-Artola et al., 2017).
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En plus de la régulation par les GPCRs via les RHO GTPases, YAP et TAZ peuvent étre
régulés directement ou indirectement par (Figure 42):

- la polarité cellulaire et facteurs de jonction cellule-cellule qui activent les kinases
Hippo ou séquestrent YAP/TAZ,

- les régulateurs positifs en amont de la voie Hippo, qui activent MST1/2 ou LATS1/2
(ou encore TAOK, NF2, Kibra, RASSFI1A...),

- des facteurs solubles liant les GPCRs,

- les forces mécaniques, comme la rigidité de la MEC et la densité cellulaire, activent
YAP/TAZ via les RHO GTPases et le cytosquelette d'actine indépendamment des kinases
Hippo (Aragona et al., 2013; Dupont et al., 2011; Wada et al., 2011),

- les facteurs métaboliques induisent la localisation nucléaire de YAP/TAZ, incluant le
capteur d'énergie AMPK qui inhibe YAP/TAZ a la fois directement et en activant
LATS1/2 (DeRan et al., 2014; Mo et al., 2015; Wang et al., 2015), et ’THMG-CoA
réductase, I'enzyme centrale de la voie du mévalonate, qui active YAP/TAZ via la
prénylation des GTPases RHO (Sorrentino et al., 2014).

Par ailleurs, la distribution subcellulaire de YAP est aussi déterminée par la force mécanique
appliquée aux cellules (Figure 43), modifiant la densité cellulaire, les jonctions cellulaires et
les mécanismes moléculaires (Aragona et al., 2013; Dupont et al., 2011), faisant de YAP un
régulateur clé de la mécanotransduction (Fischer et al., 2016).

En effet, lorsque les cellules épithéliales sont « pincées/confinées», reposent sur une MEC
lache/souple et lorsque le tapis cellulaire est dense, YAP/TAZ sont présents dans le cytosol.
En revanche, lorsque les cellules sont particulierement étalées/étirées avec une MEC dense et
rigide ou que les cellules sont soumises a un étirement et que le tapis cellulaire est clairsemé,
YAP/TAZ sont nucléaires (Figure 43).

De plus, deux voies médiées par I'actine pour la régulation de YAP ont été mises en évidence,
celle dans laquelle la contractilité d'actomyosine régule la phosphorylation de YAP, et une
deuxiéme qui implique une régulation de l'intégrité du cytosquelette pour la localisation

nucléaire de YAP indépendamment de la contractilité (Das et al., 2016)
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Récemment, Alberto Elosegui-Artola et al, ont montré que I’entrée de YAP dans le noyau est
déterminée par la force mécanique et dévoilent un mécanisme de meécanosensibilisation
médiée directement par les pores nucléaires (Elosegui-Artola et al., 2017). L'exposition a un
environnement rigide conduit les cellules a établir une connexion mécanique entre le noyau et
le cytosquelette, permettant aux forces exercées par les adhérences focales datteindre le
noyau. La transmission de la force conduit alors a un aplatissement nucléaire, qui étire les
pores nucléaires, réduit leur résistance mecanique au transport moléculaire et augmente
I'importation nucléaire de YAP. De plus, la restriction au transport est régulée par la stabilité
mécanique de la protéine transportée, qui détermine a la fois le transport nucléaire actif de

YAP et le transport passif de petites protéines (Elosegui-Artola et al., 2017).

L'attachement des cellules a la MEC induit la localisation nucléaire de YAP par I'activation
des Rho-GTPases ou de la voie FAK-Src-PI3K (Kim et Gumbiner, 2015; Zhao et al., 2012).
La perturbation de la F-actine bloque I'effet de I'attachement sur la phosphorylation de YAP et
la localisation nucléaire. En effet, les interactions MEC-intégrine sont transduites via
I'activation d’un double complexe constitué de FAK et du proto-oncogene SRC (c-SRC)
(Mitra et Schlaepfer, 2006; Pan, 2015; Zhao et Guan, 2009).

Récemment, deux équipes ont rapporté que I'adhésion cellule-MEC médiée par les intégrines
module l'activité YAP dans les cellules épithéliales mammaires humaines par la voie de
signalisation RHO GTPases ou FAK-SRC en réponse aux changements de la géométrie
cellulaire et la rigidité de la MEC (Kim et Gumbiner, 2015; Tang et al., 2013). La famille
RHO GTPases participe au cytosquelette d'actine et a la formation de fibres de stress.

Dupont et al., ont rapporté dans les cellules épithéliales mammaires que la tension du
cytosquelette et la réorganisation des fibres de stress induites par la rigidité de la MEC
requiérent les GTPases RHO pour réguler l'activité YAP/TAZ et finalement modifier la

géomeétrie et le comportement des cellules (Aragona et al., 2013; Dupont et al., 2011).

Les effecteurs YAP/TAZ sont également régulés par la phosphorylation d’autre kinases

comme :

e AKT qui entraine la séquestration cytoplasmique et diminue I’apoptose via p73 apres
des dommages a ’ADN (phosphorylation sur Ser127/89 inhibitrice de YAP/TAZ)
(Basu et al., 2003).

e C-Abl conduit a I’apoptose via une augmentation de I’interaction YAP-p73

(transcription génes pro-apoptotiques) due a la phosphorylation activatrice du résidu

64






Introduction

Y357 (Levy et al., 2008). Les phosphorylations par ces deux kinases s’opposent

puisque 1’une est activatrice et I’autre inhibitrice de 1’activité de YAP et TAZ.

e Une phosphorylation activatrice par la kinase SRC/YES1, c-Abl ou encore FAK de
Y AP peut étre apportée sur la tyrosine 357 et favoriser sa localisation nucléaire (Kim
et Gumbiner, 2015; Levy et al., 2008; Li et al., 2016b; Rosenbluh et al., 2012;
Taniguchi et al., 2015).

e HIF-2a, potentialise I'activité de YAP1. En 2017 Ma et collaborateurs, montrent que
HIF-2a. augmente la croissance des cellules cancéreuses (cancer colorectal) en

régulant positivement l'activité de YAP1 (Ma et al., 2017).

e Ces deux paralogues peuvent aussi étre phosphorylés par : JINK1/2 (Tomlinson et
al., 2010) ou encore la kinase CK1d/¢ et GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) qui
induisent la dégradation de YAP/TAZ par le protéasome I’ADN (Huang et al., 2012;
Liu et al., 2010).

La phosphorylation de YAP et TAZ n’est pas irréversible puisqu’ils peuvent é&tre
déphosphorylés par la phosphatase PP1. Le complexe PAR3 (YAP), ASPP2 (TAZ) ou
encore PP2A, facilite leur déphosphorylation par PP1 (Wang et al., 2011; Zhang et al., 2016).

Enfin, des modifications post-traductionnelles des protéines YAP/TAZ participent
également a leur régulation telles que : I’acétylation (Hata et al., 2012), la sumoylation (Lapi
et al., 2008) et la méthylation sur la Lysine 494 de YAP (Oudhoff et al., 2013), ainsi que la S-
glutathionylation de TAZ (Gandhirajan et al., 2016).

Enfin, YAP et TAZ peuvent aussi s’auto-réguler par un mecanisme requérant TEAD
(Moroishi et al., 2015).
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Figure 44 : Interactome de YAP et TAZ.
En rouge les partenaires communs, en vert les partenaires spécifiques. L’intensité de la
couleur refléete 1’affinité des interactions entre les cofacteurs (d’aprés Mauviel et al.,

2012).
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Figure 45 : Interaction de YAP et TAZ avec leurs co-facteurs transcriptionnels et
geénes cibles induits (Adapté de Zhao et al., 2012 et Zhou et al., 2015).
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111.B.3.c. L’interactome de YAP/TAZ

Parmi les protéines interagissant avec YAP et TAZ, figurent des co-facteurs de transcription
interagissant dans le noyau avec YAP/TAZ parfois au sein de complexe moléculaire pour
permettre la transcription de nombreux génes cibles (Figures 44 et 45).

Les principaux partenaires communs a YAP/TAZ sont Smadl1/2/3, RUNX1/2/3 et les 4
membres de la famille TEAD (Guo et Teng, 2015). Parmi les partenaires propres a YAP
figurent notamment p73 (activation des processus apoptotiques pour les cellules avec des
dommages sur I’ADN), ErB4 et ZEB1 qui renforce la transcription des genes cibles de YAP,
TAZ quant a lui interagit spécifiqguement avec PAX8, TBX5, PPar-y ou encore TTF1 (Guo et
Teng, 2015; Piccolo et al., 2014; Zhu et al., 2015a)

Par ailleurs YAP est capable d'interagir avec des protéines mutantes de p53, modulant
I'activité transcriptionnelle de ces mutants p53 (cyclin A, cyclin B, and CDK1) ce qui
participe sans doute aux propriétés oncogéniques des mutants p53 "gains de fonction" (Di
Agostino et al., 2016).

Ainsi, bien que YAP et TAZ soient homologues a 46%, qu’ils soient tous deux régulés par la
voie Hippo et se lient a des facteurs de transcription similaires, tels que TEAD, ils peuvent
étre régulés indépendamment, sont non-redondants et ont des fonctions biologiques
différentes en raison de différentes cibles transcriptionnelles dont ils contrdlent 1I’expression

(Kaan et al., 2017) (Figure 45).

I11.B.3.d. Les génes cibles de YAP et TAZ

De nombreux genes impliqués dans différents mécanismes cellulaires sont sous la dépendance
des protéines YAP et TAZ, complexées ou non avec les facteurs de transcription TEAD. Les
complexes YAP/TEAD et TAZ/TEAD modulent I’expression de nombreux génes comme :
I’amphiréguline (AREG), CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et Cyr61 (protéines
matricielles interagissant avec les intégrines et agissant sur la différenciation des fibroblastes
du stroma tumoral), le proto-oncogene c-myc, Sox9 (un facteur de transcription essentiel au
cours de la différentiation respiratoire au cours de I'embryogénése), AXL (un RTK impliqué
dans la transition épithélio-mésenchymateuse), CDK®6, des genes apoptotiques tels que:
MCL1, la survivine/BIRC5, c-IAP (Inhibitor of apoptosis protein) ou encore le facteur de
transcription FoxO1.

Parmi ces genes figure donc celui codant I’amphiréguline :
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Figure 46: Structure du géne et domaine protéique de PAREG chez I’homme.
L’AREG est composée d’un peptide signal hydrophobe (AA 1-20), une pro-région
hydrophile N-terminale (AA 20-101), un domaine de liaison a I'héparine (AA 102-140 ),
un domaine de type EGF (AA 141-181) avec six cystéines spatialement conservées
formant des ponts disulfure et la structure a trois boucles définissant la famille EGF, suivie
d'une tige juxtamembrane (AA 182-198) contenant le site de clivage (Lys187) pour
« I’ectodomain shedding" (Busser et al., 2011).
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[11.B.3.d.1. L’amphiréguline, structure

Le géne de ’AREG chez I'hnomme est localisé sur le chromosome 4q13, et se compose de 6
exons (Figure 46). 1l code pour une protéine précurseur transmembranaire de 252 AA, appelée
pro-AREG (Plowman et al., 1990), qui nécessite un clivage protéolytique (lysine 187) a la
surface cellulaire pour libérer le domaine de signalisation actif (Levano et Kenny, 2012).

La pro-AREG contient :

e un peptide signal hydrophobe,
e une pro-région hydrophile N-terminale avec un site de glycosylation,

e un domaine de liaison a I'héparine contenant un autre site de glycosylation et un

signal de localisation nucléaire,

e le domaine de type EGF, suivie d'une tige juxtamembrane (domaine
transmembranaire) contenant le site de clivage (Lys187) pour "I’ectodomain
shedding” (Levano and Kenny, 2012),

e un domaine hydrophobe (AA 199-221) traversant la membrane cellulaire et

e en C-terminal un domaine cytoplasmique avec un autre signal de localisation
nucléaire et un site d'ubiquitination a Lys240 impliqué dans I'endocytose de I’AREG
(Fukuda et al., 2012), se trouve dans la partie intracellulaire de la molécule pro-
AREG.

Le clivage de la pro-AREG est réalisé par les protéases de surface cellulaire de la famille
ADAM (alfa Disintegrin and Metalloproteinase) : I’ADAM10 ou I’ADAM17 (appelées aussi
TACE (tumor-necrosis factor-alpha converting enzyme)) (Duffy et al., 2009).

Ce clivage au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique, libere la partie mature de
la protéine : les formes solubles de ’AREG de 78 a 84 AA. Le domaine N-terminale est
extrémement hydrophile (nombre élevé de résidus de lysine, d'arginine et d'asparagine) et
contient un domaine de liaison a I'néparine N-glycosylée. La moitié C-terminale de 'AREG
(résidus 46 a 84) presente une homologie avec la famille des protéines EGF (Shoyab et al.,
1989) et contient six cystéines spatialement conservées formant des ponts disulfure et la

structure a trois boucles.
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Figure 47 : Représentation schématique des différents modes de signalisation
cellulaire de PAREG.

Le Pro-AREG (lié a le membrane) peut interagir avec I’EGFR par signalisation
juxtracrine ou via les exosomes. Ce pro-AREG peut aussi étre clivé par TACE a la
surface des cellules, lui-méme stimulé par les ligands des GPCRs et des RTK, libérant
les formes solubles de ’AREG. IAREG soluble peut alors activer ’EGFR par
signalisation autocrine ou paracrine et se lier a la surface cellulaire avec les
protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG). La signalisation intracellulaire déclenchée
par I’AREG est principalement véhiculée par l'activation des voies de signalisation
intracellulaire par 'lEGFR (MAPK, PI3K/AKT, STAT, mTOR). L'internalisation et la
translocation nucléaire de Pro-AREG, et du fragment AREG-cytosolique (AREG-CTF)
généré apres le traitement de TACE, peuvent également participer a la signalisation
intracellulaire (Berasain et Avila, 2014).
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[11.B.3.d.2. Régulation de I'amphiréguline

La disponibilité de 'AREG peut étre régulée :

Au niveau transcriptionnel par la liaison de répresseurs (BRCAL lie et réprime la
transcription AREG dans des cellules mammaires (Lamber et al., 2010) ou
d’activateurs (tels que YAP/TEAD ou encore p53).

Il a été rapporté que 1’augmentation de la prolifération et de la migration des cellules
de carcinomes mammaires est induite par 1’activation de I’AREG de maniére YAP
dépendant (Zhang et al., 2009b).

De plus, via le contrdle transcriptionnel de I’AREG, le complexe TAZ/TEAD favorise
la TEM, et la motilité des cellules de carcinomes mammaires ainsi que des cellules

rénales embryonnaires (Yang et al., 2012; Zhang et al., 2009a).
Au niveau post-transcriptionnel par la modulation de la stabilité de 'TARNm.

Au niveau post-traductionnel par des modifications covalentes et la régulation du
« shedding » de I’AREG.

L’action de TACE sur la Pro-AREG peut étre stimulée par 1’activation du TCR (T cell
receptor), des RTK et GPCRs (Rodland et al., 2008). Elle méne a la sécrétion d'AREG
soluble, qui peut alors se fixer & ’EGFR et/ou interagir avec les proteoglycanes a hérarane
sulfate (HSPG) (Figure 47).

La libération de ’AREG peut également é&tre induite par les cannabinoides, certaines
cytokines (I'IL-8, TGF-B, TNF-a ou 11L-1p), le rayonnement UV ou des médicaments

chimiothérapeutiques (Berasain et Avila, 2014).

En reponse a des stimuli du clivage de I'ectodomaine, le fragment cytosolique de ’AREG
(AREG-CTF) et la Pro-AREG sont internalises, le Pro-AREG est adressé a la membrane du

noyau en association avec la lamine de type A (Isokane et al., 2008).

L’AREG nucléaire induit des dommages de I'ADN via p53 (Taira et al., 2014).
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Figure 48 : La signalisation multicrine de PAREG.

L’AREG est sécrétée sous forme d’un précurseur membranaire (pro-AREG), clivé par la
métalloprotéinase matricielle, TACE (ADAM-17). L'AREG soluble est libérée dans le
microenvironnement ou elle peut rester dans la MEC ou atteindre la circulation sanguine.
L’EGFR est activé par ’AREG dans les cellules cancéreuses tumorales primaires ou
métastatiques, comme dans les cellules stromales. Une signalisation juxtacrine est
également possible lorsque le pro-AREG a la membrane provenant d'une tumeur ou d'une
cellule stromale active directement I'EGFR a partir d'une cellule cancéreuse voisine. De
plus, I’AREG peut étre sécrétée dans la circulation sanguine par des organes sécréteurs
distants. La tumeur bénéficiera de cette AREG circulante grace a un mécanisme de
signalisation endocrinien. Ainsi, une tumeur/métastase peut produire sa propre AREG
et/ou utiliser ’AREG a partir d'autres cellules par le biais de stratégies d'activation
distinctes, mais pas nécessairement concomitantes (d’aprés Busser et al., 2011).
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L’AREG soluble se fixe et active I'EGFR de facon autocrine (Li et al., 1992), paracrine
(Sternlicht et al., 2005) et/ou juxtacrine (Willmarth et Ethier, 2006) et active ainsi des voies
de signalisation clés, y compris ERK (Kansra et al., 2004; Stoll et al., 2010) et AKT
(Gschwind et al., 2003) (Figure 48). Ces cascades de signalisation modulent I'expression de
nombreux genes et déclenchent de multiples réponses cellulaires telles que la prolifération, la

survie, l'invasion, la motilité et I'angiogenese.

[11.B.3.d.3. Roéles / Fonctions physiologiques de ’'amphiréguline

Par son action mitogene, I'AREG joue un rdle central dans plusieurs processus biologiques
incluant la formation nerveuse et osseuse (Qin et al., 2005), le développement et maturation
des glandes mammaires (formation des canaux lactiferes dans le systtme mammaire
(Sternlicht, et al 2005)), ainsi que dans I'embryogenese, en stimulant la croissance de
différents tissus comme la prostate (Torring et al., 1998), le rein (Sakurai et al., 1997) ou le

poumon (Schuger et al., 1996).

Chez I’adulte, I’AREG participe a la réparation tissulaire (Monticelli et al., 2011; Turner et
al., 2013). En effet, le stimulus mitogéne adressé aux cellules épithéliales au site d'infection
est coordonné par I’AREG et I'lGF-1 pour permettre la cicatrisation (Zaiss et al., 2015).

Dans les poumons par exemple, aprés une lésion, ’AREG favorise la régénération de
I'épithélium bronchique (Branzk et al., 2014; Monticelli et al., 2011), et diminue la mortalité

de souris infectées (Jamieson et al., 2013).

L’AREG posséde également une fonction immunosuppressive: des études récentes
démontrent que I’AREG module 1'expression des cellules régulatrices T. L’AREG améliore la
fonction suppressive des cellules Treg via la voie de signalisation EGFR (Zaiss et al., 2013)
(Figure 49).

L’AREG favorise la fonction des cellules Treg qui sécrétent des exosomes et ainsi transférent
des micro-ARN immunosuppresseurs (miARN) des cellules Treg aux cellules T effectrices
(Okoye et al., 2014). La source d'AREG qui améliore la fonction des cellules Treg semble
dépendre du site et du type de réponse immunitaire.

Dans le contexte des réactions d'hypersensibilité, I'AREG dérivé des basophiles est aussi
essentielle pour améliorer la fonction des cellules Treg (Meulenbroeks et al., 2015).

Une étude récente, a permit de déterminer comment la signalisation AREG/EGFR contribue a

la régulation des réponses immunitaires, en particulier aux cellules Treg.
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Figure 49 : L’amphiréguline améliore la fonction des cellules T régulatrices (Treg).
L’AREG est d'une importance critique pour la fonction cellulaire Treg CD4+, en son
absence, les cellules Treg CD4+ ne peuvent pas supprimer l'inflammation locale. Les Treg
CD4+ activées, régulent positivement 'EGFR en partie via la signalisation médiée par
STAT5 (A) puis migrent vers le site de I'inflammation, ou ils sont exposés a I’AREG (B),
ce qui améliore leur capacité de suppression certainement par la sécrétion d'exosomes
immunosuppresseurs (C). Selon le type et le site de I'inflammation, les cellules Treg CD4+
dépendent des différents types cellulaires pour I’AREG.

Dans l'inflammation chronique, 'AREG dérivée des mastocytes améliore la fonction des
lymphocytes Treg CD4+, alors que dans une réponse inflammatoire aigué, les basophiles
sont décrits comme la principale source d'/AREG (D). De plus, certains organes
contiennent des Treg CD4+ spécifiques au tissu. En réponse a l'inflammation, ces cellules
Treg résidantes dans les tissus peuvent produire de 1°'AREG qui peut agir de maniere
autocrine (E) pour améliorer leur capacité de suppression (Zaiss et al., 2013).
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Les auteurs rapportent que cette signalisation améliore I'expression de Foxp3 en inhibant la
voie GSK-3B/B-TrCP (Wang et al., 2016d).

Ces différentes études, suggerent un mécanisme par lequel les cellules mobilisées du systéme
immunitaire inné utilisent I’AREG pour améliorer la capacité de suppression des cellules Treg
pour amortir les réponses immunitaires locales et induire une tolérance périphérique (Figure
49). Ces données soulevent également la possibilité que le microenvironnement de tissu
specifique ou l'inflammation est localisée peut déterminer la source d’AREG et influencer sa

fonction.

L’ AREG est ainsi exprimée physiologiquement mais aussi par les tissus cancéreux.

[11.B.3.d.4. AREG et cancers

L'AREG peut dans certains contextes inhiber la croissance de cellules normales ou
cancéreuses (Plowman et al., 1990), cependant, 'AREG est principalement décrite comme
ayant un réle oncogénique en faveur de la prolifération. L'activité oncogéne de ’AREG a déja
été décrite dans les malignités épithéliales humaines les plus courantes, telles que les
poumons, les seins, carcinomes colorectaux, ovariens et de la prostate, ainsi que dans certains
cancers hématologiques et mésenchymateux (Busser et al., 2011).

En effet, diverses études ont mis en évidence le role fonctionnel de I'AREG dans plusieurs

aspects de la tumorigenése, y compris :
o I'autosuffisance dans la génération de signaux de croissance,

o le potentiel réplicatif illimité, 'AREG soutient I’activité télomérase et favorise

une réplication sans limite des cellules (Blasco, 2002; Matsui et al., 2000).

o Pinvasion tissulaire et métastase, I’AREG peut diminuer les jonctions adhérentes
(Chung et al., 2005) et ainsi favoriser la croissance cellulaire indépendante de I'ancrage
(Adam et al., 1996). L'AREG peut également augmenter I'expression de l'intégrine alpha-2
(Solic et Davies, 1997), impliquée dans les changements de composition membranaire
nécessaires au phénotype invasif des cellules cancéreuses. L’expression de 'AREG dans les
tissus cancéreux colorectaux est un marqueur prédictif de la métastase hépatique (Yamada et
al., 2008) et du péritoine (Chayangsu et Sriuranpong, 2016) ce qui est compatible avec la
capacité de I’AREG a favoriser la migration et I'invasion des multiples cellules tumorales, y

compris les cellules cancéreuses du cdlon (Higginbotham et al., 2011).
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Il a récemment été¢ démontré que les exosomes contenant de I’AREG augmentaient nettement
le potentiel invasif des cellules cancéreuses du sein et de l'intestin, indiquant I'existence de
mécanismes supplémentaires par lesquels I’AREG peut contribuer au processus métastatique
(Ge et al., 2012). Une étude démontre un réle pro-invasif de I’AREG dans les cellules
cancéreuses de l'ovaire (So et al., 2014). Dans d'autres tumeurs malignes, la plupart des effets
annonciateurs de l'invasion de I'AREG sont associés a la dégradation de la MEC induite par
des protéases. Par exemple, I'inhibiteur-1 de I'activateur du plasminogéne de type urokinase
est responsable de I’invasion de I’AREG induite des cellules cancéreuses du sein. De plus, les
niveaux et les activités des MMP sont régulés par I’AREG pour favoriser l'invasion de

différentes cellules cancéreuses (Liu et Klominek, 2003; Menashi et al., 2003).

o I’angiogenése, indispensable pour I’approvisionnement des tumeurs en oxygene et
nutriments, est induite par lI'ischémie et les conditions hypoxiques, elles méme secondaire a la
croissance tumorale. L’AREG induit la sécrétion du VEGF, une cytokine pro-angiogénique
(Soh et al., 2007).

o la résistance a I'apoptose. L'AREG inhibe I'apoptose des cellules de CBNPC
(cancer bronchique non a petite cellules) par une voie IGF1-R- et PKC-dépendante (Hurbin et
al., 2002, 2005), qui aboutit a l'inactivation de BAX. L’AREG est également fréquemment
relarguée dans le sérum, les tissus et I'épanchement des patients atteints de cancer du poumon

et de cancer gastrique, ou elle augmente la fonction suppressive des cellules Treg.

o L’AREG favorise la suppression immunitaire dans le microenvironnement
tumoral. Les microenvironnements de tumeurs solides peuvent avoir des concentrations
locales élevées d'AREG. La fonction immunosuppressive de I’AREG favorise la tolérance du

systéme immunitaire vis-a-vis des cellules tumorales.

> L'augmentation de I'expression d'AREG est corrélée a une faible survie globale dans

plusieurs cancers :

L'expression élevée de I'AREG pourrait étre un biomarqueur pronostique notamment dans le
du cancer gastrique (Wang et al., 2016a), les carcinomes épidermoides de la téte et du cou
(Gao et al., 2016) ou encore les CBNPC (Fontanini et al., 1998; Ishikawa et al., 2005),
puisque significativement associée & une mauvaise survie globale, ainsi qua la dé-
différenciation, a la progression de la tumeur, y compris le TNM, l'invasion et les métastases.
Cette valeur pronostique se retrouve dans les dosages sériques : un taux élevé d’AREG
sérique est corrélé a des métastases hépatiques et péritonéales dans le carcinome colorectal
(Chayangsu et Sriuranpong, 2016; Li et al., 2010; Yamada et al., 2008).
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Figure 50 : Relation indirecte entre EGFR/KRAS et YAP.
Une régulation autocrine positive entre I’EGFR et YAP est établie via I'expression de

I’AREG. Le cetuximab et le panitumumab sont des anticorps monoclonaux humanisés
contre ’EGFR utilisés dans la thérapie du cancer colorectal (Wierzbicki et al., 2015).




Introduction

Toutefois, a I’inverse, certaines études rapportent que I’expression ¢élevée d'AREG est
associée a une survie globale et a une survie sans progression plus longue (Jing et al., 2016;
Ohchi et al., 2012).

Chang et al., montrent ainsi en 2011, que la survie sans progression est de 8,1 semaines chez
les patients AREG-positifs vs. 4 semaines chez les patients AREG-négatifs, et la survie
globale était significativement plus longue chez les patients AREG-positifs que chez les
patients AREG-négatifs atteints d'un CBNPC EGFR positif (Chang et al., 2011). Ces résultats
suggerent que les patients CBNPC EGFR positifs avec des tumeurs AREG-positives peuvent
bénéficier d'un traitement avec les TKI-EGFR, indiquant que l'expression de ’AREG peut

étre un marqueur potentiel pour le choix du traitement TKI-EGFR chez ces patients.

> Reésistance aux traitements

L’influence de I’expression de I’AREG sur la réponse des patients atteints de cancer est assez
controversée et fait encore débat. En effet, dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou,
la secrétion d'AREG est corrélée positivement avec la sensibilité au Gefitinib (Rogers et al.,
2009) tandis que dans le cancer bronchique, I’AREG est associée a une survie plus courte des
patients traités par Gefitinib (Busser et al., 2010; Ishikawa et al., 2005) ou a I’inverse,
associée a une sensibilité au Gefitinib par d’autres (Yonesaka et al., 2008). De plus, des taux
accrus d'AREG sérique ont été corrélés a une faible réponse au Gefitinib chez les patients
atteints d'un CBNPC avancé (Ishikawa et al., 2005; Masago et al., 2008). Chez les patients
atteints d’un cancer colorectal, I'augmentation de I'expression de I'ARNm prédit I'efficacité du
Cetuximab (Jacobs et al., 2009; Khambata-Ford et al., 2007) mais la non réponse aux
inhibiteurs a ’EGFR (Hobor et al., 2014). Enfin, ’AREG semble aussi parfois impliquée
dans la non réponse aux agents de chimiothérapie conventionnelle comme le cisplatine dans le
cancer du sein et le foie (Chang et al., 2009; Eckstein et al., 2008).

Ces divergences peuvent s'expliquer par les méthodes hétérogenes qui ont été utilisées pour
détecter I'expression de I'AREG, les differents types de cancers et les différences dans la
distribution subcellulaire de I’AREG entre les tumeurs locales et les taux d’AREG présents
dans la circulation systémique.

Néanmoins, une boucle de rétroaction positive a récemment eté découverte entre I'activation
de YAP et l'augmentation de la signalisation EGFR/KRAS retrouvée dans le cancer de
l'cesophage, de l'ovaire, hépatocellulaire ou encore le cancer colorectal, ce lien pourrait
expliquer la résistance aux inhibiteurs de I'EGFR (Hong et al., 2014; Lin et al., 2015;
Wierzbicki et Rybarczyk, 2015) (Figure 50).
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111.C. Implication de P’altération de la voie Hippo dans ’histoire
naturelle du MPM

La plupart des membres de cette voie de signalisation jouent un réle de suppresseur de
tumeur, et sont inactivés dans de nombreux cancers avec pour conséquence une forte
expression et activité de YAP/TAZ, seuls oncogenes de la voie Hippo, activité en générale de
mauvais pronostic sur la survie des patients, YAP/TAZ favorisant la prolifération cellulaire et

I’apparition de métastases.

Dans le MPM, I’inactivation de la voie Hippo peut étre conséquente de 1’inactivation directe
de ses membres : il est rapporté des mutations par délétion homozygote de LATS2 décrites
comme touchant 8 a 12% des cas de MPM (Bott et al., 2011; Murakami et al., 2011;
Tranchant et al., 2017). Des mutations de NF2 sont fréquentes puisqu’elles sont retrouvées
chez 14 a 19% des cas de MPM (Bueno et al., 2016; Lo lacono et al., 2015; De Rienzo et al.,
2016) tandis que I’hyperméthylation du promoteur de RASSF1A, déa évoquée
précédemment, survient dans 20 a 32% des MPM (Destro et al., 2008; Fischer et al., 2006;
Fujii et al., 2012). Cependant, I’inactivation de la kinase MST1 n’a pas encore été établit dans
le MPM.

Toutes ces altérations de la voie Hippo et de ses régulateurs laissent penser que cette voie est
fréguemment inactivée dans le MPM et que YAP/TAZ pourraient étre des acteurs majeurs de
la carcinogenése pleurale. En accord avec cette hypothese, récemment, il a été démontré dans
le MPM que YAP est activé de facon constitutive chez 59 a 70% des patients testés (Meerang
et al., 2016; Zhang et al., 2017).

Comme évoqué plus haut, parmi les génes régulés par YAP/TAZ, figure le géne de I’AREG.
Tres peu d’études se sont intéressées au role de I’AREG dans le MPM, pourtant les quelques
travaux de la littérature ayant abordé cette question suggérent que I’AREG puisse jouer un
réle dans la carcinogenese pleurale. En effet, il est établi que les MMPs produites par les
cellules tumorales et stromales jouent un réle clé dans l'invasion des cellules tumorales et les
métastases. Or, en 2003, Liu et Klominek ont montré que les facteurs de croissance, y compris
I’AREG, régulent la sécrétion de MMP-9 et/ou MMP-3 dans une lignée cellulaire de
mésothéliome (Liu et Klominek, 2003).

Une seconde étude menée par les mémes auteurs, démontre que I’AREG stimule également la
migration des cellules de mésothéliome malin alors que cet effet n’est pas retrouvé dans les

cellules mesothéliales saines (Liu et Klominek, 2004).
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En accord avec ce réle possible de I’AREG dans la carcinognése pleurale, Cesarion et al,
rapportent que les cellules de MPM surexpriment 'AREG ainsi que I'EGFR, I'EGF et le TGF-
a, Ce qui suggérent qu'une activation excessive de I'EGFR peut contribuer a I'agressivité du

mésothéliome (Cesario et al., 2005).

IV. Obijectifs de la these :

Le meésotheliome pleural malin (MPM) est donc une tumeur primitive rare affectant les
cellules épithéliales de la plévre, de pronostic tres sombre. Bien que quelques anomalies
récurrentes du MPM soient aujourd’hui rapportées dans la littérature, 1’histoire naturelle de ce
cancer est encore peu comprise, cette tumeur rare ayant pu faire 1’objet de peu d’études.

Le volet biologique de I’essai MAPS, qui vise a caractériser les anomalies moléculaires des
prélevements de 448 patients atteints de MPM, est donc une occasion unique de pouvoir
améliorer ces connaissances de la maladie et d’identifier des marqueurs pronostiques et/ou
prédictifs de la survie des patients. Parmi les quelques anomalies reconnues du MPM figurent
les altérations de NF2 et LATS2, soit de la voie Hippo, voie régulée par les membres de la
superfamille RASSF.

Cette these avait donc pour objectifs :

1) Identifier de nouveaux biomarqueurs pronostiques du MPM en caractérisant les
anomalies moléculaires de la voie de signalisation RASSF/Hippo chez les 448 patients inclus
dans I’essai clinique MAPS et en testant I’influence de ces anomalies sur la survie et/ou la

progression de ces patients.

2)  Comprendre quelles fonctions et signalisations essentielles a I’homéostasie cellulaire,
auxquelles participe la voie de signalisation RASSF/Hippo, sont perturbées lors du

processus de transformation des cellules mésothéliales.
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Locus non méthylé Locus méthylé

m m
ATATCGCGATATATAT ATATCGCGATATATAT

i conversion au bisulfite
mm

ATATCGCGATATATAT ATATUGUGATATATAT

¢ PCR

ATCGCGATATAT ATTGTGATATAT

Figure 51 : Représentation schématique du principe de la conversion au bisulfite
de sodium par MS-PCR (PCR spécifique de méthylation).



Matériels et Méthodes

I. Etude Bio-MAPS: Analyse des statuts de méthylation des
promoteurs des genes RASSF/Hippo chez les patients
atteints de MPM inclus dans la phase 11l de ’essai MAPS

I.A. Extraction des ADNs (Kit OIAGEN FFPE®)

Apres avoir realise 10 copeaux de tissus de 5 pum au microtome des blocs de paraffine
contenant les tumeurs mésothéliales des patients inclus dans I’essai de phase III MAPS, les
ADN:Ss sont extraits selon les recommandations du Kit QIAGEN FFPE®. Les copeaux déposés
dans un tube eppendorf sont déparaffinés a I’aide de xyléne (1 ml). Le mélange est centrifugé
(12 000 rpm, 2 min), le surnageant éliminé et le culot est ensuite lavé a 1’aide d’éthanol absolu
(1 ml). Aprés une nouvelle centrifugation (12 000 rpm, 2 min), le surnageant est eéliminé et le
culot séché a D’air libre pour éliminer toutes traces d’éthanol. Les coupes de tissus sont
suspendues dans du tampon ATL et incubées a 56° pendant 1h30 en présence de protéinase K
afin de digérer les protéines des prélevements. La protéinase K est inactivée par une nouvelle
incubation des prélevements pendant 1h a 90°. Le lysat est incubé en présence de tampon AL
(200ul) et d’éthanol 100% (200 ul) puis vortexé. Le mélange est transféré dans une colonne
Qiamp™ possédant une membrane de silice, et elle-méme déposée dans un tube collecteur
avant d’étre centrifugée (6000 rpm, 1 min). La membrane de silice ayant piégé les ADNs est
lavée 2 fois avec du tampon AW1 puis AW2 par centrifugation (10 000 rpm, 5 min). Enfin,
les ADNSs sont élués avec 40 pl de Tampon ATE par centrifugation (10 000 rpm, 4 min). La
concentration en ADN est déterminée par mesure de 1’incorporation d’une sonde fluorescente

(Qubit, Invitrogen®).

I.B. Conversion au Bisulfite de sodium

1.B.1. Principe (Figure 51)

L’hyperméthylation des promoteurs de genes chez les mammiféres, se traduit par la
méthylation des Cytosines (C) inclues dans des Tlots CpG (régions répétant le motif Cytosine-
Guanine), conduisant alors a I’extinction d’expression du géne correspondant. Afin de
quantifier ce phénomeéne, nous utilisons un traitement au bisulfite de sodium convertissant les
Cytosines non methylées en Uraciles (U), reconnues alors par I’ADN-polymérase comme une
Thymine (T), ce qui permet ainsi de les distinguer des Cytosines méthylées (non converties en

Uracile) et reconnues pour ce qu’elles sont des Cytosines par I’ADN polymérase.
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Tableau 6 : Séquences des couples d’amorces utilisées pour la détermination du
statut de méthylation des promoteurs de genes.

T N

LATS1 (Genbank access : NW_001838990.2)
F: TGAATGATTAGAGTTGTGGGTGATGT
R: AAACATTTCCCAACATCACTTACACA
F: GAACGATTAGAGTTGCGGGCGAC

R: AACATTTCCCGACGTCGCTTACG
LAST2 (Genbank access : 26524)

F: GGTGTTTTGTTTGGATTGGTATGTGGTT

60°C 128
Seidel et al., 2007
62°C 126

R: CATCTTCCCAAAACACTCACACCACA i 141 .
F: TTCGTTCGGATTGGTATGCGGTC e0-c . Seidel et al., 2007
R: CCATCTTCCCGAAACGCTCACG
MST1 (Genbank access : NW_001838666.1)
u F: TTTGTGGGGTGGGTTTAGGAGGTTTGT 125
R: AACCAATAACCCCTCACCAACACAACAA e3°C S el AT
ﬂ F: GCGGGGCGGGTTTAGGAGGTTC 120
R: CCAATAACCCCTCACCGACGC

MST2 (Genbank access : NT_008046.15)

F: TTTTAAGTGGGAGGGAGATTTGTTGTGG 61°C 108
R: AAAAACCAAAACACCAACCAACCAAACC

F: CGGGAGGGAGATTCGTCGCG 63°C 99
R: AAACCGAAACACCGACCGACCG

F: TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 60°C 108

R: CAAACCCCACAAACTAAAAACAA Schagdarsurengin
F: GTGTTAACGCGTTGCGTATC 62°C 96 et al., 2002

R: AACCCCGCGAACTAAAAACGA

F: AGTTTGTTGTTGTTTTTTAGGTGG

R: AAAAAACCAACAACCCCCACA

F: GTTCGTCGTCGTTTTTTAGGCG

R: AAAAACCAACGACCCCCGCG

F: ATTTATATTTGTGTAGATGTTGTTTGGTAT o

R: ACTTTAACAACAACAACTTTAACAACTACA es’c 215
F: CGTCGTTTGGTACGGATTTTATTTTTTTCGGTTC

R: GACAACTTTAACAACGACGACTTTAACGACTACG

Seidel et al., 2007

63°C 108 Hesson et al., 2005

Hesson et al., 2004
62°C 202

U : non méthylé, M : méthylé, TM : température d’hybridation des amorces, pb:
paire de base.



Matériels et Méthodes

Ainsi, une amplification par PCR au moyen de couples d’amorces reconnaissant
spécifiquement la présence ou I’absence de conversion de la base azotée (séquences contenant
des T a la place des C de la séquence promotrice normale amplifiée) permet de détecter

I’existence d’une méthylation de ces séquences promotrices amplifiées.

1.B.2. Méthode (Kit de Conversion de Bisulfite EPITECT, Qiagen®)

Les différents ADNs (100 ng) sont convertis en les incubant en présence de 85 ul de solution
de Bisulfite de sodium, 35ul de « DNA Protect buffer », et 20 ul d’H20 sans RNAse et en
effectuant, dans un thermocycleur, une succession de dénaturation a 99°C /incubation a 60°C.
Les ADNSs convertis sont ensuite transférés dans des colonnes EPITECT puis purifiés : la
solution d’ADN est mélangée a du tampon BL et une solution de « RNA Carrier »
fraichement préparée. Les colonnes sont ensuite centrifugées (12 000 rpm, 1 min). L’éluat est
éliminé et la colonne replacée sur un nouveau tube collecteur.

Les ADNSs, piégés sur la membrane de silice que contient la colonne EPITECT, sont laves par
4 lavages successifs avec du tampon BW puis avec le tampon BD par centrifugation (12 000
rpm, 1 min). La solution d’ADN purifiée est éluée avec 30ul de Tampon EB par
centrifugation (12 000 rpm, 2 min).

I.C. PCR spécifigue de méthylation (MS-PCR)

Les ADNs (8 ul d’ADN convertis) sont amplifiés en présence de 30 ul d’un mélange
réactionnel (5 pl Tampon Gold 10X, 2,5 pl MgCI2 (25 mM), 2 ul dNTP (2,5 mM chacun),
2,5 pl Amorces sens, (20pmol/ul), 2,5 pl Amorces antisens (20pmol/ul) (Tableau 6), 15 pl
H20, 0,5 ul Tag polymérase (5 Ul/ml)). Un controle négatif (PCR-) est effectué en remplacant
I’ADN par de I’eau sans nucléase, ainsi que deux controles positifs (un contrdle positif
d’hyperméthylation de promoteur (ADN méthylé commercial) et un controle positif
d’absence d’hyperméthylation du promoteur (ADN de lymphocyte de donneur sain)).

L’amplification est réalisée selon un programme spécifique en 3 étapes :

1) Activation de I’enzyme Taq (15 minutes a 95°C), 2) Un cycle répété 32 fois comprenant la
dénaturation (30 secondes a 94°C), puis I’hybridation (30 secondes a 63°C), et enfin
I’elongation (30 secondes a 72°C), 3) et une étape terminale d’élongation (1 minute a 72°C).
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Figure 52: Exemple de visualisation des fragments d’ADNs amplifiés sous UV sur
gel d’agarose 2,5% permettant de définir les statuts de méthylations des
promoteurs des genes RASSF.

u : non méthylé, m : méthylé, U : non digéré, D : Digestion par I'enzyme de restriction
Taql, L : Marqueurs de taille (25pb (paire de bases)).
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Les fragments d’ADNs amplifiés sont visualisés sous UV sur gel d’agarose 2,5%, contenant
1% d’agent intercalant de I’ADN (GelRed®) apres €lectrophorése dans un courant électrique

continu de 100V pendant environ 30 minutes (Figure 52).

La détermination du statut de méthylation de RASSF6 se fait aprés extraction des ADNs et
conversion au bisulfite de sodium mais en utilisant cette fois ci une technique Cobra. La
présence de la méthylation et donc la conversion de la base, introduit le site de reconnaissance
de I’enzyme de restriction Taql, les fragments amplifiés sont ainsi secondairement incubés en
présence de la Taql (30 min a 37°C).

Le clivage ou non du fragment est déterminé par visualisation des fragments sur gel d’agarose
2,5% sous UV, contenant 1% d’agent intercalant de I’ADN (GelRed®) aprés électrophorese
dans un courant électrique continu de 100V pendant environ 30 minutes (Figure 52).
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Figure 53 : Séquengage Sanger des promoteurs de géne testés dans I’essai MAPS
méthylés (M) ou non (U) alignés sur la séquence sauvage (WT).
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La spécificité des amplifications des séquences meéthylées et non méthylées des différents
promoteurs étudiés a été préalablement vérifiée par séquencage Sanger des fragments

amplifiés comme 1’illustre la représentation des alignements de séquences (Figure 53).

I1. Etude Bio-MAPS : Analyse des prélevements tumoraux
des patients inclus dans I’essai MAPS

Les différentes étapes de I’'THC pour les différents kits de détéction (Novolink®, Envision® et
Anti-Goat HRP-DAB Cell®), seront détaillés plus loin dans ce manuscrit (section Résultats

partie I et I11).
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Tableau 7 : Présentation des principales caractéristiques connues des cing lignées
cellulaires de MPM au début de ce travail (H2452, H2052, H28, Met5A et MSTO-211H).

épithélioide Satrgl.‘(’;:a' épithélioide | mixte | épithélioide
Homme, Homme, Homme, Homme, Donneur
Age NR 65 ans 48 ans 62 ans sain
P16 —
RASSF1A
NR _ RASSF1A- | ERalpha- NR
LATS?- et ERbéta -
NF2-
oui oui oui oui non

Ces lignees proviennent de I’ATCC et leur type histologique a été établit d’aprés leurs fiches
de données. Les photos ont été prises au microscope optique (MO) a contraste de phase (x10)
aprés 48h de culture dans du milieu RPMI 10% SVF a 37°C en atmosphére humidifiée de
95% d’air/5% CO2 ou au terme de 10 jours de croissance en agar. NR : Non renseigné, ER :

récepteur aux cestrogenes.
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I11. Etudes in cell:

I11.A. Lignées cellulaires

Notre groupe a acquis aupreés de I’ATCC (American Tissue Culture Collection), les 5 lignées
cellulaires les plus employées dans la littérature étudiant les caractéristiques des MPM : les
lignées H2452, H2052, H28, Met-5A, MSTO-211H. Ces lignées ont également été choisies
parce qu’elles sont de sous-types histologiques différents et qu’elles ont un nombre plus ou
moins important d'altérations moléculaires connues (Tableau 7). La lignée Met-5A, lignée
non tumorigéne, a été obtenue par immortalisation de cellules mésothéliales normales par
transfection d’un vecteur viral SV40 et il s'agit a priori d'une lignée ayant peu d'altérations
moléculaires, étant seulement immortalisée et non transformée. Les lignées H2452, H2052,
H28 et MSTO-211H proviennent quant a elles de la mise en culture de pleurésie de
mésothéliomes humains : il s'agit donc de lignées tumorales et d'ailleurs tumorigenes sur

souris nude.

111.B. Culture cellulaire

Les lignées mésothéliales sont cultivées dans un milieu RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) supplémenté avec 10% de SVFi (Sérum de Veau Feetal inactivé), 10mM de L-
Glutamine, des antibiotiques (100 ul/ml de Kanamycine, 100ul/ml Streptavidine/Penicilline)
et un antifongique (0,25ug/ml de Fungizone). Les cellules sont maintenues dans une étuve a
37°C en atmosphére humidifiée de 95% d’air et 5% de CO,. A confluence, les cellules sont
collectées aprés incubation avec la trypsine, puis ré-encemencées aprés comptage a 1’aide
d’une cellule de Thoma.

Les caractéristiques de ces différentes lignées cellulaires ainsi que leurs anomalies (et en
particulier les anomalies touchant la voie RASSF/Hippo) sont résumées dans le Tableau 7.

Il faut avoir qu’au début de ce travail les alérations des lignées mesothéliales n’étaient pas
clairement répertoriées dans les banques de données ou par I’ATCC elle-méme.

Nous avons alors caractérisé les lignées de MPM en évaluant le statut de méthylation des
promoteurs des génes RASSF/Hippo par MS-PCR et quantifié le niveau protéique (WB/IF) et
de messager (qQPCR) a la fois des acteurs de la voie de signalisation RASSF/Hippo et de

certains membres de leur interactome (décrit section Résultats).
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Nous avons ensuite voulu comprendre ce qui se passait aux moments de la carcinogenése
pleurale, pour cela nous avont mimé au moyen d’ARN interférents la perte d’expression de
certains acteurs de la voie Hippo, voie fréquement altérée dans le MPM.

Nous avons au préalable déterminé les concentrations adéquates en siARN et plasmide pour
induire la perte d’expression et/ou la réexpression de nos différentes cibles dans quatre lignées
cellulaires mésothéliales humaines (MSTO-211H, H2452, H28 et H2052), ces données seront

décrites dans les différentes parties de la section Résultats.

I11.C. Extraction des ARNs (Acides ribonucléiques) totaux

Les ARNSs totaux sont extraits selon les recommandations du Kit GE Heathcare®.

Le tapis cellulaire est gratté dans du tampon de lyse RA1 supplementé avec du B-Mercapto-
Ethanol (B-Me), ce lysat est vortexé puis centrifugé (11000 rpm, 1min). Le surnageant est
mélangé a de 1’éthanol 70% au vortex. L’homogénat est ensuite placé sur une colonne puis
élué par centrifugation (8000 rpm, 30 sec). Les ARNs alors piégés sur la membrane de silice,
sont dessalés par le tampon MDM par centrifugation (11000 rpm, 1 min). L’¢luat est ensuite
éliminé et la colonne replacée sur un nouveau tube collecteur. Les ADNs sont digérés par une
solution de DNAsel diluée a 10% dans du tampon de réaction, pendant 15 minutes a
température ambiante. Cette réaction est stoppée par un tampon inactivateur RA2, éliminé par
centrifugation (11000 rpm, 1 min). La membrane est ensuite lavée 2 fois par le tampon RA3
et centrifugation (11000 rpm, 1 puis 2 min). Enfin, les ARNs sont élués avec 40ul d’eau sans
RNAse par centrifugation (11000g, 1 min). La concentration des ARNSs est alors determinée
par mesure de la densité optique a 260nm au NanoDrop 2000c®. Leur pureté est estimée par
les ratios de 1’absorbance a 260nm/280nm et 260nm/230nm.

I11.D. Transcription inverse et Réaction de polymeérisation en
Chaine (RT-PCR)

I11.D.1. Transcription inverse (RT)

Les ARNs (500 ng) sont rétro-transcrits en ADN complémentaire (ADNc) par ’action d’une
transcriptase inverse. Le mélange réactionnel pour réaliser la RT est composé de tampon 5X,
dNTP, random Primer, RNase Inhibitor, M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus). Un
contréle négatif (RT-) est réalisé en remplacant les ARNs par de I’eau sans nucléase. La
réaction est effectuée 1h30 a 37°C dans I’appareil Mastercycler Eppendorf®, puis arrétée par

incubation 5 min a 95°C.
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Tableau 8 : Séquences des différents couples d’amorces employées pour les
amplifications par PCR.

Amorce Séquence (5’ vers 3°)

Sens: GAA GGT GAA GGT CGG ATG C
Antisens: GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC
Sens: GTA GCC AGC ACC ATG ACT GA

GAPDH, géne de ménage

MST1 Antisens:: TTG CCA AAG CTG TTGATC TG
Sens: CTG AGT GAA GAC AGT TTG ACT
W2 Antisens: CGA CAA CTT GAC CGG ATT CC
Sens: TCT GTG ACT GGT GGA GTG TTG
LATS1 Anti-sens: CTT CTGCTC CTG AAG GCTTTG
Sens: ATACTGCAGAAATTCCTGAC
A Antisens: GCATTTATTAACCAGAGTAC
. Sens: CTCCGAGGCCAGAGCTGTAAGGAAC
Kibra Antisens: CTAGAGGACTTGTGACTCAGTAC
Sens: TCAATTGCGAGATGAAGTGGAA
N2 Antisens: GTGTCCTTGATTGTGTACTG
Sens : GCC GGA GCC CAA ATC C
YAP Antisens: GCA GAG AAG CTG GAG AGG AAT G
Sens: ACCCACCCACGATGACCCCA
Uiz Antisens: GCACCCTAACCCCAGGCCAC
Sens: GGG GTC GTC CGC AAA GGC C
RASSF1A Antisens: GGG TGG CTT CTT GCT GGA GGG
Sens : GCG CCT AGA ACG TGT TTT TC
RASOECA AntiSens : ACT AGG CGT CCT CAC ATT GC
Sens: AGG AGT GGG TGT GTG ACG A
CTGF Antisens: CCA GGC AGT TGG CTG TAA TC
ANKDRL Sens: AGT AGA GGA ACT GGT CAC TGG

Antisens: TGG GCT AGA AGT GTCTTCAGA T
Sens: TGC TGG ATT GGA CCT CAATG

Amphireguline (AREG) )\ e e TCC CGA GGA CGG TTC ACT AC
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111.D.2. Reéaction de polymérisation en Chaine (PCR) en temps reel

Les ADNc (5 pl de RT préalablement diluée au 1/100°) sont amplifiés, dans I’appareil
Stratagene Mx3005P d’Agilent Technologies, en présence d’un fluorochrome s’intercalant
dans les doubles brins synthétisés (SYBR Green) dans du Mix PCR (Mix GoTag 1X, ROX
1X, 5 pmoles de chaque amorce (amorce sens et antisens) (Tableau 8) et de I’eau RNase free).
A noter que nous avons systématiquement réalisé, un contrdle négatif (PCR-) ainsi qu’un
contréle positif (PCR+). L'amplification est réalisée selon un programme se déroulant en 3
étapes :

1) Activation de I’enzyme (3 min, 95°C), 2) un cycle répété 40 fois comprenant deux étapes,
I’'une de dénaturation (30 sec, 95°C) et ’'une d’hybridation des amorces/polymérisation (1
min, 60°C) et 3) une derniere étape de 1 min a 95°C, 30 sec a 55°C et 30 sec a 95°C.
L’expression de chaque gene d’intérét est rapportée a celle d’un géne de référence (GAPDH),
seule géne a varier de moins d’un Ct entre les cinq lignées parmi le panel de gene de ménage
testé (GAPDH, actine, S16, tubuline). L’expression relative des genes est calculée en utilisant
la méthode comparative des Ct (2(Ct (géne de référence) - Ct (gene cible)).

I11.D.3. Reéaction de polymérisation en Chaine (PCR) semi-quantitative

Les ADNc (6pl de RT) sont incubés dans un volume final de 29 pl, en présence de 200 uM de
dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 10 pmoles de chaque amorce (sens et antisens (Tableau 8)), 1,5 Ul
de Taq polymérase et d’un tampon PCR 5X. Un contréle PCR - et + sont réaliseés.

La réaction d’amplification effectuée dans I'appareil Mastercycler Eppendorf®, commence
par une étape de dénaturation (5 min & 94°C), suivi de 35 cycles d’amplification comprenant:
une étape de dénaturation (30 sec a 94 °C), une étape d’hybridation (30 sec a 62°C) et une
étape de polymérisation (60 sec a 72°C) et pour finir, une étape d’élongation est effectuee 5
min & 72°C.

Les fragments d’ADN amplifiés sont ensuite visualisés sous UV sur gel d’agarose 2,5%
contenant chacun 1% d’agent intercalant de I’ADN (GelRed) apres ¢€lectrophorése dans un
courant électrique continu de 100V pendant 30 a 50 min. L’expression de chaque géne

d’intérét est rapportée a celles du géne de réference, la GADPH.
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Tableau 9 : Anticorps primaires utilisés pour ’immunodétection du Western Blot (WB)

et/ou de ’immunofluorescence (IF).

D|Iut|on our
Anticorps primaires Caractéristiques Dilution pour IF

WW45
YAP/TAZ (D24E4)
P-YAP
YAP
Actine
RASSF1A
NF2
TAZ
CDA44 standard
E-Cadhérine (24E10)
Syndécane-1
Vimentine (D21H3)
N-cadhérine (8C11)

lapin polyclonal
lapin monoclonal
lapin polyclonal
lapin polyclonal
lapin monoclonal
lapin polyclonal
lapin polyclonal
lapin polyclonal
lapin monoclonal
lapin monoclonal
chévre polyclonal
lapin monoclonal

souris monoclonal

1/1000%me

1/10008me

1/1000%me

1/1000%me

1/10008me
/

/
1/10008me

S~ SN S

/

/
1/100%me
/
1/200°%me
1/508me
e
1/508me
1 e
1/100%me
1/200%me
VRIS



Matériels et Méthodes

I11.E. Détection protéique...

I1.E.1. ...par Immunofluorescence (IF)

Au terme des incubations, les cellules sont rincées au PBS-Ca2+ et fixées 20 minutes a 37°C
par une solution de para-formaldéhyde 4%. Les tapis cellulaires sont ensuite lavés 3 fois dans
du PBS-Ca2+, puis les cellules sont perméabilisées avec du méthanol a -20°C pendant 10
minutes. Apres trois nouveaux lavages au PBS sans Ca**, les lamelles sont conservées & -4°C
jusqu’a ’'immunomarquage.

Pour réaliser celui-ci, les cellules sont rincées puis incubées 1h en présence d’un tampon de
blocage des sites non spécifiques (PBS contenant 0,3% de tritonX100 et 5% de SVF) a
température ambiante puis 1h sous agitation douce avec I’un des anticorps (Ac) primaires de
lapin ou souris (Tableau 9) dilué dans du tampon de dilution (PBS-Ca2+ avec 0,3% de triton-
X100 et 5% de SVF). Apreés 3 rincages au PBS, les cellules sont incubées 1h sous agitation
douce en présence de I'Ac secondaire (anti-lapin ou souris) couplé a un AlexaFluor (A488,
A546 ou A633) et dilué au 1/300 dans du tampon de dilution.

Les lamelles sont ensuite rincées et montées avec du milieu de montage contenant du colorant
fluorescent nucléaire, le Dapi®.

L’analyse des immunomarquages est réalisée a 1’aide d’un microscope confocal a balayage
laser (FluoView FV1000, Olympus). Les images numériques sont acquises grace au logiciel

FV1000. L’intensité des signaux est quantifiée a I’aide du logiciel ImageJ.

I1.E.2. ...Western Blot (WB)

Au terme des incubations, les protéines sont extraites, les cellules sont lysées dans un tampon
d’extraction composé de 20 mM tris-HCL, 20% de glycérol, 50 mM Nacl, 5 mM EDTA
(Ethyléene Diamine Tetra acétique Acid) et 0,1% de TritonX100 supplémenté
extemporanément d’1% d’anti-protéase, 1% de DTT (DithioThréiTol) et 0,1% de B-ME. Le
tapis cellulaire prélevé est passé au sonicateur pendant 10 secondes. Les protéines sont dosees
par la méthode de Bradford. Le standard utilisé pour réaliser la droite d'étalonnage est la BSA
(Bovine Serum Albumin) (gamme allant de 1 a 20 pg). La DO est mesurée a 590 nm par le
spectrophotomeétre « UVIKON 860».

Les protéines (20 a 40ug) diluées dans un tampon de charge (50 mM Tris-HCL, 2% SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate), 10% glycérol, 1% B-ME, 12,5 mM EDTA et 0,02% de bleu de
Bromophénol) sont dénaturées 5 minutes a 95°C puis séparées sur un gel SDS-
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Polyacrylamide 10% dans un champ électrique continu de 40 mA pendant 1h30 dans un
tampon de migration 1X (25 mM Tris-base, 192 mM glycine et 0,1%SDS, pH 6,8). Aprés
séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL
Amersham®) dans un champ électrique continu de 100V, pendant 45 min a 4°C en présence
de tampon de transfert (25 mM Tris-base, 200 mM glycine et 20% méthanol).

La qualité du transfert et de la séparation des protéines sont vérifiées par une coloration
transitoire au rouge Ponceau. La membrane est lavée au PBS puis incubée 1h a température
ambiante, dans du tampon de blocage (TBS-T 1X (Tris Buffered Saline-Tween): 200 mM
Tris-base, 150 mM Nacl et 0,1% Tween-20) contenant 5% de lait en poudre. La membrane est
ensuite rincée dans du TBS-T et incubée, sous agitation, pendant une nuit a 4°C en présence
de I’Ac primaire (Ac de lapin dirigé contre les protéines étudiées, Tableau 9) dilué au 1/1000
dans du TBS-T. A I’issue de I’incubation, la membrane est lavée 5 fois 5 min dans du TBS-T
et incubée 1h avec I’Ac Ilaire (Ac de chévre anti-1gG de lapin) dilué au 1/2000 dans du TBS-
T, sous agitation, puis lavée 5 fois 5 min dans du TBS-T.

Le complexe Ag/Ac est révélé par le kit ECL (Promega®), et mise en contact de la membrane
avec un film auto-radiographique (Kodak®), qui est baigné successivement dans du
révélateur puis du fixateur.

L’expression de la protéine est rapportée a celle de la GAPDH; la membrane de nitrocellulose
est réhydratée dans 2 bains de 10 min de T-BST puis déshybridée 30 min a 58°C dans un
tampon de désybridation (100 mM B-ME, 2% SDS et 62,5mM Tris-HCL).

La membrane est lavée 5 fois dans du TBS-T puis le protocole est repris a 1’étape du blocage
comme précédemment. La quantification est réalisée par analyse des auto-radiogrammes avec

le logiciel ImageJ.

I11.F. Test de Mort Cellulaire Programmée

I11.F.1. Mesure de ’activité Caspase 3/7

A 48h post-transfection, 100ul de solution Caspase Glo (Promega ®) est ajouté a chaque
puits. La plaque de culture est ensuite agitée doucement pendant 30 secondes et incubée
pendant 2 heures a température ambiante. A 1’issue de I’incubation, la luminescence est

mesurée au luminometre (Flexstation, Berthold®).
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I11.F.2. Test de Fragmentation d’ADN (kit Cell Death Detection ELISA
Roche®)

A 48h post-transfection, le milicu de culture est prélevé et 200 ul de Lysis Buffer est ajouté a
chaque puits de culture. Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, la plaque est
centrifugée (10 min, 200 rpm). Vingt pl du surnageant de chaque puits est transféré dans une
plaque pré-coatée streptavidine puis une solution d’immunoreagent (composée d’incubation
Buffer, d’Anti-Histone et d’Anti-DNA-POD) est ajoutée a chaque puits. La plaque,
recouverte d’un adhésif, est agitée pendant 2h a température ambiante. Chaque puits est
ensuite lavé 3 fois a 1’aide de 1’incubation Buffer et 100 ul de solution ABTS Solution Tablet
est distribuée par puits. Aprés 10 minutes d’incubation sous agitation douce, la solution
ABTS Solution Stop est ajoutée pour stopper la réaction. A noter, qu’afin de garantir la bonne
fonctionnalité du test, des contrdles positifs et négatifs sont réalisés systématiquement. La
fragmentation de I’ADN est déterminée par mesure de la densité optique a 405 nm au
spectrophotométre (£960Metertech).

111.G. Incorporation de BrdU (Millipore®)

A 24h post-transfection, les tapis cellulaires sont lavés avec du PBS et le milieu est remplacé
par un milieu RPMI complet avec ou sans BrdU dilué (1/500), analogue de la thymidine
s’incorporant dans les brins d’ADN nouvellement synthétisés lors de la prolifération
cellulaire. A noter, que nous avons réalisé parallelement a nos puits testés des contrbles
négatifs en ajoutant de la mitomycine C (1 pg/ul), a une concentration empéchant la
prolifération cellulaire mais sans entrainer la mort cellulaire.

Apres 24h ou 48h d’incubation, les cellules sont fixées en présence de la solution de fixation
30 minutes a température ambiante. Aprés 3 lavages au wash buffer, les cellules sont incubées
1 heure en présence d’un anticorps primaire monoclonal de souris permettant la détection du
BrdU. Chaque puits est de nouveau rincé 3 fois et la solution d’anticorps secondaire de chévre
anti-souris couplé a la peroxydase (dilution 1/2000) est ajoutée. Aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante, 3 lavages au wash buffer et 1 lavage a I’eau distillée
sont réalisés. Enfin, les tapis cellulaires sont incubés en présence du substrat de la peroxydase
30 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumicre. Apres 1’ajout de la solution stop,
la quantité de BrdU incorporée est déterminee par mesure de la densité optique a 450 nm
(Z960Metertech).
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I11.H. Invasion cellulaire en Matrigel®

A 24h post-transfection, les cellules sont réensemencées dans des inserts équipés d’une
membrane poreuse recouverte de Matrigel®, dont la composition est considérée comme
analogue a celle de la lame basale sous-jacente a 1’épithélium, avec du milieu RPMI sans
additif (10mM L-Glutamine et 10% de SVF) supplémenté en mitomycine C (3ul/ml). Les
inserts sont placés dans des puits de culture (plaque 24 puits) contenant du milieu RPMI avec
additifs et HGF (40 ng/ul) supplémenté en mitomycine C. Aprés 48h d’incubation, le milieu
contenu dans 1’insert est aspiré et ’excés de Matrigel® est ¢liminé a I’aide d’un coton-tige (cf
Figure 57, section Résultats partie 1.B). Les cellules ayant digérées la matrice et migrées a
travers la membrane poreuse sont colorées au crystal violet. Une fois rincée, la membrane
poreuse est découpée a I’aide d’un scalpel et montée avec du glycérol entre lame et lamelle,
les cellules sont alors comptées au microscope inversé a contraste de phase (leica DM IL
LED).

I11.1. Croissance cellulaire sans adhésion

I11.1.1.  Culture 3D Nunclon Sphera BD®

A 24h post-transfection, les cellules sont réensemencées avec du milieu complet, dans des
plaques 24 puits sans adhésion, du milieu frais est ajouté tous les 2 jours. La capacité des
différentes lignées a former des sphéres selon les traitements est appréciée en photographiant
les cellules au 6°™ jour du test au grossissement x10 sous un microscope inversé a contraste
de phase. Le diametre des sphéres est également mesureé (cf Figure 57, section Résultats partie
.B).

I11.1.2.  Croissance en agar (Millipore®)

A 24h post-transfection, les cellules sont réensemencées dans 0,4% d’agarose et RPMI
complet (4 puits/conditions), au-dessus d’une couche de 0,8% d’agarose et de RPMI complet.
Du milieu complet est ajouté tous les 2 jours. Afin de suivre la cinétique d’apparition des
colonies selon les traitements et les lignées, des photos sont prises au grossissement x10 au
moment de 1’ensemencement puis tous les 2 jours jusqu’a 21 jours. Au terme du test, le

nombre de colonies et leurs diamétres sont évalués (cf Figure 57, section Résultats partie 1.B).

86






Matériels et Méthodes

I11.J. Evaluation de activité des MMP2/9 par zymographie

Le zymogramme est réaliseé par migration électrophorétique d’un aliquot des milieux de
culture prélevés au cours du test de cicatrisation dans un gel SDS-Polyacrymamide 7%
contenant de la gélatine (1 mg/ml ; le substrat des métalloprotéases). Les dépdts contiennent
15 uL d’échantillon et 15 pL de tampon de charge (Biorad), (10ul + 10l pour témoin MPP2
et MMP9, enzymes recombinantes commerciales (R&D)). L’électrophorese en condition
dénaturante, s’effectue dans un tampon de migration 1X (25 mM Tris-base, 192 mM glycine
et 0,1% SDS, pH 6.8), pendant environ 2h avec deux gels d’acrylamides: un gel de séparation
de 7% (20 mA) et un gel de concentration 4.5% (30 mA) permettant aux échantillons de
rentrer dans le gel de séparation en méme temps en les concentrant. Apres la migration, le gel
est plongé 2 fois pendant 10 min dans une solution de Triton X100 a 2,5%, sous agitation afin
d’éliminer le SDS. Trois ringages rapides a 1’eau distillée puis deux de 20 min sont réalisés
afin d’¢éliminer le Triton X100. Le gel est ensuite incubé une nuit & 37°C dans le tampon de
réaction (50 mM Tris-base, 5 mM CaCl,, 2H,0 et 2uM ZnCl,, pH8). La révélation se fait par
coloration du gel pendant 1 a 2 h dans une solution de coloration (0,1% bleu de Coomassie +
décolorant (25% d’éthanol - 10% d’acide acétique)) suivie d’une décoloration progressive

avec le décolorant seul jusqu’a apparition de bandes claires.

IVV. Statistigues

Analyse des prélévements tumoraux des patients inclus dans 1’essai MAPS : Une premiére
étape est d'abord mise en ceuvre, pour €éliminer les marqueurs les moins pertinents. Dans ce
but, des modéles de Cox n'ajustant pas sur les facteurs de confusion ont été utilisés pour tester
I'interaction entre chaque marqueur et le bras de traitement. Seuls les marqueurs pour lesquels
le degreé de signification de ce test d'interaction est inférieur a 0,20 ont été conservés pour la
suite de l'analyse. Un modéle de Cox multivarié descendant a ensuite été appliqué sur les
variables age, PS, sexe, type histologique, TNM IMIG, exposition professionnelle a I’amiante,
leucocytose, thrombocytose afin de déterminer des facteurs pronostiques de la survie sur
I'ensemble des 2 groupes de traitement. Les variables significatives a p<0,20 dans ce modéle
ont été considérées comme des facteurs de confusion potentiels.

Pour chaque marqueur sélectionné, un modéle de Cox multivarié prenant en compte le
marqueur, le bras de traitement, I'interaction marqueur x traitement, les cofacteurs identifiés a
I'étape 2, a ¢ét€¢ mis en ceuvre. L'influence du marqueur a été évaluée en testant le terme

d'interaction de ce modéle.
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La prise en compte d'éventuelles interactions non linéaires a été assurée par une approche
basée sur les polyndmes fractionnels (Royston et Sauerbrei, 2004). La procédure sequentielle
de Bonferroni-Holm a été utilisée pour corriger les degrés de signification des tests
d'interaction des marqueurs sélectionnés afin de limiter a 5% le risque a global sur cette 3¢me
étape. A partir des modeéles obtenus, les taux de survie et risques relatifs de déces ajustes ont
pu étre calculés en fonction des niveaux du marqueur et du bras d'étude.

Analyses statistiques des études in cell : I’analyse des différences observées entre les
différentes conditions dans les tests cellulaires est réalisée a 1’aide d’une analyse de la
variance (ANOVA) suivi d’un test post-hoc de Dunnet, test permettant de comparer toutes les
conditions testées a un seul contrdle (condition siNeg). Les différences sont considérées
comme significatives dés p<0,05.

V. Ethique

L’étude Bio-MAPS (PHRC national 2007) a fait ’objet d’un avis favorable du CPP (Comité
de protéction des personnes) du CHU de Caen en 2007, avec un formulaire spécifique de
consentement pour la partie « biomarqueurs » de 1’essai (promoteur CHU de Caen pour la

phase 2, IFCT pour la phase 3 ; Pl coordonnateur : Pr.G. Zalcman) (Annexe).
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Résultats

I. Lavoie RASSF/Hippo est freguemment perturbée dans le
mésothéliome pleural malin : Pinactivation de MST1
prédit un moins bon pronostic chez les patients atteints
de MPM car elle favorise I’invasion, la croissance sans
adhésion, la prolifération et une diminution de I’apoptose
des cellules mésothéliales tumorales

I.LA.  L’hyperméthylation du promoteur du géne MST1 prédit une
moins bonne survie des patients atteints de MPM et inclus
dans P’essai MAPS

Afin d’identifier de nouveaux biomarqueurs prédictifs du MPM, nous avons caractérisé sur un
plan moléculaire les prélévements des patients atteints de MPM et inclus dans ’essai MAPS.
Les statuts de méthylation des promoteurs des genes des membres de la voie Hippo
(RASSF1A, RASSF2A, RASSF5, RASSF6, RASSF10, MST1, MST2, LATS1, LATS2) ont
été déterminés par MS-PCR.

L’analyse du statut de méthylation des promoteurs de la voie RASSF/Hippo des prélevements
des 226 patients inclus dans MAPS pour lesquels nous avions les blocs en paraffine (et donc
pouvions extraire I’ADN), a confirmé que cette voie de signalisation est fréquemment
inactivée dans le MPM (42% des patients présentent au moins une altération de 1’un des
membres de la voie Hippo, les hyperméthylations des promoteurs variant de 0 a 21,5% selon
le membre considéré). En effet, parmi les promoteurs de génes RASSF étudiés, RASSF1A,
RASSF2A, RASSF6 et RASSF10 sont inactivés avec une fréquence respective de 11,1%,
14,5%, 21,5% et 4,4% tandis qu’aucune méthylation du promoteur de RASSFS5, n’était
détectée dans ces prélévements. Parmi les kinases de la voie Hippo, seul le promoteur du géne
MST1 présente une fréquente hyperméthylation (9,4%), aucune hyperméthylation des
promoteurs des autres kinases n’ayant été retrouvée. Aucune des méthylations observées dans
cette population ne s’est avérée exclusive, les prélévements pouvant ainsi étre porteurs

d’inactivation de plusieurs membres de cette voie RASSF/Hippo.
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L'influence de chaque marqueur sur la survie et la réponse des patients a ensuite été évaluée
au sein de I'unité de Biostatistique du CHU de Caen (Christian Creveuil, PhD, MCU
Biostatistique), en collaboration avec 1’équipe de I'IFCT (Alexandra Langlais, PhD
Biostatistique). La corrélation des statuts de méthylation aux données cliniques des patients
inclus dans I’essai MAPS (survie sans progression, survie globale et réponse aux traitements)
a révélé que les patients dont la tumeur exprime MST1 sont de meilleur pronostic que ceux
présentant une hyperméthylation de MST1 dans leur tumeur : en effet, leur médiane de survie
globale est estimée a 19,3 mois versus 13 mois chez les patients avec une tumeur n’exprimant
plus cette kinase (HR 2,40 ; 1C95 [1,48-3,90], p<0,001). A ce jour, ce lien entre I’inactivation
de la kinase MST1 et son impact sur la survie de patients atteints de MPM n'avait jamais été
mis en évidence a notre connaissance et a donc été analysé plus en profondeur faisant 1’objet

d’un article en cours de finalisation (partie I.C, section résultats).

Etonnamment, 1’inactivation des autres membres de la voie Hippo et en particulier de
RASSF1A n’avait aucune valeur pronostique sur la survie des patients atteints d’un MPM et
inclus dans MAPS. Les fréquences de ces hyperméthylations se sont avérées également
différentes (inférieures) de ce qui était rapporté dans la littérature (Destro et al., 2008; Fischer
et al., 2006; Fujii et al., 2012; Toyooka et al., 2002).

L’essai MAPS est le plus grand essai clinique européen académique, ayant permis d’enréler
des patients selon une procédure standardisée et une prise en charge thérapeutique homogeéne,
ce qui n’est pas le cas des quelques études publiées sur les fréquences d’inactivation et
notamment de RASSF1A (Destro et al., 2008; Fischer et al., 2006; Toyooka et al., 2002).

Il est raisonnable de penser que la représentation des fréquences de méthylation des genes de
la voie RASSF/Hippo est plus juste dans cette cohorte puisque 1’effectif est plus grand et que
cette cohorte présente peu de biais de sélection. L’inactivation de RASSF1A contribue a la
carcinogenese pleurale sans en étre un précurseur, ce qui pourrait expliquer I’absence de
valeur pronostique de cette anomalie moléculaire, et qui pourrait également s’expliquer par la
nature particuliére des cellules mésothéliales.

RASSF1A est en effet un gardien du phénotype épithélial, mais les cellules mésothéliales,
d’origine mésodermique, sont des cellules épithéliales a part, car elles présentent deja des
caractéres mésenchymateux. La contribution de RASSF1A dans la carcinogenése pleurale
pourrait alors davantage s’expliquer de par le contrdle que cette proteine exerce sur MST1
(Oh et al., 2006) et I’activité de YAP (Dubois et al., 2016).
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Tableau 10 : Caractérisation des cinq lignées cellulaires de MPM (H2452, H2052, H28,
MSTO-211H, Met-5A).

H2052 H28 H2452 MSTO-
(sarcomatoide) (épithélioide)  (épithélioide) 211H (mixte)
RASSF1A2  hyperméthylée*  hyperméthylée* ++ + +++
RASSF2A12  hyperméthylée*  hyperméthylée* ++ + sauvage$
NF212 + +++ ++ + +
R341X¢ sauvage$ sauvage’ sauvage’ sauvage$
Kibral2 ++ +++ ++ ++ +
4513 ++ ++ + +++ +++
sauvage$ sauvages sauvages$ sauvage’ sauvage$
YAP123 +++ + ++ ++ +
TAZ123 ++ Saisls ++ ++ ++
LATS1! ++ ++ ++ % ++
LATS2 2Ty sauvages sauvages el hoilee sauvage’
homozygote$ g g 6% g
MST1Y +++ + + ++ ++
MST21 +++ + + + +
statut 16 Délétion Délétion Délétion Délétion Pas de
P homozygote® hétérozygote® homozygote® hétérozygote® délétion
* : méthylation vérifiée par MS-PCR Technique utilisée: 1:RT-PCR
§ : d’aprés Murakami et al., 2011 2:1F
X : FISH p16 réalisée au sein du service d’Anatomie et 3:WB

Cytologie Pathologique, CHU de Caen.
f : LATS1 D’apres Miyanaga et al., 2015



Résultats

Dans la suite de ce travail de thése, nous avons cherché a comprendre quelles fonctions et
signalisations essentielles & I’homéostasie cellulaire, sont perturbées lors du processus de
transformation des cellules mésothéliales, en étudiant 1I’impact de I’inactivation de MST1,
dans des cellules de lignées mésothéliales humaines tumorales afin de comprendre en quoi
I’inactivation de cette kinase influence la survie des patients atteints de MPM (article 1 en

préparation, partie 1.C)

Pour mener cet objectif a bien, nous avons di au préalable caractériser et identifier des
modeles cellulaires pertinents. En effet, de nombreuses lignées sont employées dans la
littérature mais leurs caractéristiques moléculaires sont peu connues et nous devions connaitre
I’état d’activité de la voie RASSF/NF2/Hippo de ces modeles pour interpréter correctement

nos résultats.

I.B. Identification et caractérisation de modeéles cellulaires d’étude
du MPM

Comme décrit dans la section Matériel et méthodes, les anomalies moléculaires portées par
ces lignées mésothéliales n’étaient pas clairement répertoriées dans les banques de données ou
par ’ATCC elle-méme (Tableau 7). Nous avons donc dd dans un premier temps les
caractériser afin de pouvoir comprendre et expliquer les possibles différences obtenues entre
elles lors des expérimentations ultérieures. Nous avons ainsi évalué le statut de méthylation
des promoteurs des génes RASSF/Hippo par MS-PCR et quantifié le niveau protéique
(WBI/IF) et messager (QPCR) a la fois des acteurs de la voie de signalisation RASSF/Hippo et
de certains membres de leur interactome. Pour caractériser les cellules des cing lignées, 24h
aprés I’ensemencement, le milieu de culture est remplacé par du milieu RPMI/L-glutamine

avec ou sans SVF (1 ou 10%).

1.B.1. Les cellules des lignées H2052, H28, H2452 et MSTO-221H
presentent les altérations récurrentes du MPM

Le taux protéique des acteurs de la voie Hippo décrits pour étre parfois altérés dans le MPM
sont quantifiés par IF (RASSF1A, NF2, YAP et TAZ) et/ou western Blot (WW45,
YAP/TAZ).
Le bilan de la caractérisation des taux des différents membres de la voie Hippo est présenté
Tableau 10.
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Figure 54: Les cellules des lignées H2052, H28, H2452, MSTO-211H et Met-5A
présentent certaines des altérations moléculaires fréquemment décrites dans les
MPM.

A) MS-PCR des promoteurs de géne RASSF1A et RASSF2A. B) Les cellules des cing
lignées H2052, H28, H2452, MSTO-211H et Met-5A sont cultivées pendant 48 heures
dans du milieu RPMI contenant 10% de SVF. Les protéines sont extraites et la détection
des protéines réalisées par IF ou WB puis quantifiées, sous chaque histogramme des
photos représentatives de I’expérience.

(n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, des lettres différentes dénotent les
différences significatives a p<0,05).



Résultats

Concernant les régulateurs de la voie Hippo et comme I’illustre la Figure 54A, les cellules
des lignees H2452, MSTO-211H et Met-5A expriment RASSF1A et RASSF2A au contraire
des cellules des lignées H2052 et H28 qui présentent une hyperméthylation du promoteur de
ces genes, que nous avons confirmée par PCR spécifique de méthylation. Dans la suite de ce
travail, les histogrammes bleus correspondront aux cellules n’exprimant pas RASSF1A/2A,

les histogrammes bruns, aux cellules exprimant RASSF1A/2A.

Les cellules des lignees H28 et H2452 expriment davantage NF2 que les trois autres lignées
(Figure 54B), et d’aprés Murakami et al., 2011 seules les cellules de la lignée H2052 portent
une mutation ponctuelle R341X pour NF2, les autres lignées exprimant la forme sauvage de
NF2 (Tableau 10).

Concernant ’adaptateur des kinases MST, WW45 : dans les cellules n’exprimant plus
RASSF1A/2A (lignées H2052 et H28), les taux de 1’adaptateur WW45 sont comparables.

En revanche, dans les lignées exprimant RASSF1A/2A (H2452, MSTO-211H et Met-5A),
I’adaptateur WW45 lui varie de fagon importante : il est 4X plus exprimé dans les lignées
MSTO-211H et Met-5A que dans les cellules de la lignée H2452 (Figure 54B).

Concernant les kinases de la voie Hippo : les messagers des kinases MST1/2 sont beaucoup
plus exprimés dans les cellules des lignées H2052, MSTO-211H et Met-5A tandis que les
cellules des lignées H28 et H2452 expriment peu ces messagers. Dans les cellules de la lignée
MSTO-211H, les kinases LATS1/2 sont inactivées (Murakami et al., 2011, Miyanaga et al.,
2015) tandis que dans la lignée H2052, seule LATS2 est inactivée. Les autres lignées
expriment des kinases LATS1/2 sauvages (Tableau 10).

Concernant les effecteurs : dans les cellules n’exprimant plus RASSF1A/2A (lignées H2052
et H28), les protéines YAP et TAZ sont exprimées de fagcon inversement proportionnelle : le
contenu protéique en YAP de la lignée H2052 est supérieur au contenu en TAZ, tandis que la
lignée H28, a I’inverse, exprime plus de TAZ que de YAP.

Dans les lignées exprimant RASSF1A/2A (H2452, MSTO-211H et Met-5A), les taux des
effecteurs terminaux varient peu : elles expriment des taux comparables de TAZ et de YAP
(seule une différence significative de prés de 2 fois est constatée entre la lignée MSTO-211H
et Met-5A) (Figure 54B).

Enfin les lignées H2052 et H2452 présentent également une délétion de p16 (FISH réalisée au
sein du service d’Anatomie et Cytologie Pathologique du CHU de Caen).
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Figure 55: Taux d’expression protéique des marqueurs épithéliaux/mésenchymateux.
Les cellules des cing lignées H2052, H28, H2452, MSTO-211H et Met-5A sont cultivées
pendant 48 heures dans du milieu RPMI contenant 10% de SVF. La détection protéique
des marqueurs épithéliaux/mésenchymateux est réalisée par immunofluorescence et
microscopie confocal. A) Photos représentatives du marquage de la E-Cadhérine, le
syndécane-1, la N-cadhérine (en rouge) et de la vimentine (vert), le noyau est marqué
avec le DAPI (bleu). B) Quantification des taux protéiques (n=3, ANOVA suivi d’un test
post-hoc de Dunnett, des lettres différentes dénotent les différences significatives a
p<0,05).



Résultats

Nous avons également quantifié par IF, I’expression de marqueurs épithélio-mésenchymateux

(Figure 55).

Nous confirmons que les cellules de lignées mesothéliales expriment a la fois des marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux, sans pouvoir attribuer a 1’un ou 1’autre un phénotype qui
serait davantage epithélial ou mésenchymateux, les deux marqueurs épithéliaux ou

mésenchymateux analysés ici n’évoluant pas toujours dans le « méme sens ».
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Figure 56 : YAP reste déphosphorylé a confluence dans les cellules de la lignée H2052.
Les cellules des cing lignées H2052, H28, H2452, MSTO-211H et Met-5A sont cultivées
pendant 24 heures dans du milieu RPMI sans sérum, puis pour 24 heures supplémentaire en
présence de RPMI sans ou avec 1 ou 10% de sérum. Les protéines sont extraites et la
détection de Phospho-127YAP et YAP total par Western Blot sont réalisées puis quantifiées,
avec sous les histogrammes des photos représentatives (n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc
de Dunnett, * vs. condition sans sérum, * : p<0,05, ** : p<0,01).




Résultats

1.B.2. Fonctionnalité de la voie Hippo dans les cellules de lignées
mesothéliales : YAP n’est pas inactivé par la confluence des cellules de la lignée
H2052

Afin de déterminer si les altérations identifiées de la voie Hippo dans les cellules des cinq
lignées de MPM perturbent son bon fonctionnement (i.e. sa capacité a phosphoryler la Ser127
de I’effecteur terminal YAP, I’inactivant ainsi), les cellules des cinq lignées ont été cultivées
24h en absence de sérum puis 24h supplémentaires en absence ou présence de 1% ou 10% de
sérum. Au terme de I’incubation, la phosphorylation de la Ser127 de YAP et YAP total sont
quantifiées par WB (Figure 56).

Dans les lignées H28, MSTO-211H et Met-5A, I’augmentation du pourcentage de sérum et
donc de la densité cellulaire, fait apparaitre ou augmente le signal correspondant a la forme
phosphorylée de YAP (comme I’illustrent les images de WB placées sous les histogrammes
de la Figure 56) mais augmente aussi de la forme totale, expliquant que les ratios P-Ser127-
YAP/YAP soient comparables entre les différentes conditions de culture des lignées H28 et
Met-5A.

Dans les cellules de la lignée MSTO-221H, la forme P-Ser127-YAP, a la limite de détection
en absence de sérum, augmente davantage que la forme totale en présence de 1% ou 10%
sérum. Ainsi, en présence de sérum, le rapport P-Ser127-YAP/YAP est 2 fois plus élevé que
dans la condition sans sérum (p<0,05) traduisant 1’inactivation de la protéine YAP dans ces
conditions ce qui est en accord avec les données de la littérature (Moroishi et al., 2015; Yu et
al., 2012).

De facon surprenante, dans la lignée H2452 qui ne présente aucune des altérations des
membres de la voie Hippo agissant en amont de YAP (parmi celles que nous avons
recherchées), aucune modification de P-Serl27-YAP ou YAP n’est mesurée selon les
conditions de culture pouvant faire suspecter une autre altération sur une protéine régulatrice

gue nous n'avons pas testée (Figure 56).

Enfin, dans les cellules de la lignée H2052 (n’exprimant pas RASSF1A), la présence de 1%
de sérum diminue la forme P-Ser127-YAP et celle-ci disparait quasiment a 10% de sérum,
tandis qu’en revanche, comme pour les lignées H28, MSTO-211H et Met-5A, le signal

correspondant a la forme totale de YAP est augmenté (Figure 56).
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Résultats

L’augmentation du pourcentage de sérum diminue ainsi significativement le rapport P-
Serl27YAP/YAP (p<0,01), traduisant une forte activation de YAP dans la condition de
culture ou les cellules sont confluentes.

A ce stade de la caractérisation des modéles d’étude du MPM, et bien que les cellules de la
lignée Met-5A soient le modéle le plus proche de la physiologie, nous avons di écarter ces
cellules pour la suite de ce travail. En effet, leur plus faible capacité de prolifération cellulaire
(mesurée par suivie de I’incorporation de Brdu, donnée non montrée) les rendait difficilement
manipulables en paralléle des autres lignées. De plus, 1’¢lévation du nombre de passages
s’accompagnait d’une accumulation d’anomalies morphologiques cellulaires ; des le 4eme
passage, nous observions de plus en plus de cellules plurinuclées et/ou reliées entre elles par
des ponts cellulaires reflétant une perturbation manifeste du bon déroulement du cycle

cellulaire.

1.B.3. Le niveau d’expression de YAP est associé a un phénotype invasif et
a la capacité des cellules des lignées de MPM a croitre sans adhésion

La caractérisation des lignées de MPM employées dans la suite de ce travail a fait apparaitre
I’existence d’un différentiel entre YAP et TAZ, en particulier, dans les lignées présentant une
hyperméthylation de RASSF1A : les lignées H2052 et H28. Les cellules de la lignée H2052
expriment fortement YAP, tandis que les cellules de la lignée H28 expriment fortement TAZ
(Figure 54 et Tableau 10). Or, de fait, ces lignées se comportent trés differemment dans les
tests fonctionnels utilisés pour apprécier 1’agressivité de ces cellules (capacité a envahir du
Matrigel®, former des spheres ou croitre en agar).

Par comparaison aux cellules de la lignée H28, les cellules de la lignée H2052 (YAP+)
envahissent davantage le Matrigel®, et sont aptes a former des sphéres et des colonies
respectivement sur support anti-adhésif et en agar. Elles sont capables de pousser sans
adhérence a un support, ce qui constitue une des caractéristiques in vivo des cellules des
mésothéliomes pleuraux de type épithélioide, capables de desquamer et proliférer en
suspension dans la cavité pleurale au sein de pleurésies néoplasiques (Figure 57).

Nous rapportons ainsi que les cellules qui expriment davantage de YAP (H2052) ont un
comportement plus agressif que celles qui en expriment peu (H28).
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Les cellules des lignées qui expriment nativement RASSF1A, les lignées MSTO-211H et
H2452, présentent aussi ce différentiel d’expression entre YAP et TAZ : la lignée MSTO-
221H exprime davantage YAP que de TAZ, la lignée H2452 exprime, quant a elle, davantage
TAZ que YAP. Or, de facon intéressante, la encore, si le comportement des cellules de la
lignée MSTO-211H dans les tests de migration 2D, d’invasion, de culture sphéroide et agar
est assez comparable a celui des cellules de la lignée H2052 (YAP+), le comportement des
cellules H2452 se compare davantage aux cellules H28 (TAZ+).

Tous ces tests fonctionnels « sollicitent » la voie de signalisation Hippo et donc in fine les
effecteurs YAP/TAZ, ce qui pose la question de la spécificité d’action de ces effecteurs
terminaux dans 1’agressivit¢ des MPM. YAP pourrait étre associé a un phénotype agressif,
tandis que 1’expression et ’activité de TAZ, serait liée a un phénotype moins agressif.

L’idée que YAP/TAZ puissent avoir des fonctions spécifiques avait été mise en avant par le
travail décrivant ’interactome de ces deux co-facteurs identifiant clairement des partenaires
communs a YAP et TAZ (TEAD, Runx1/2, smad 1/2/3), mais aussi des partenaires
spécifiques de YAP (NF2, PP2A, Smad7, ERBB4, p63, p73) ou de TAZ (PP1A, GLISS,
MYOD, PAX 3/8, Smad4) (Mauviel et al., 2012) .

Depuis la publication de ce travail, de plus en plus d’études indiquent que YAP serait plutot
impliqué dans la cancérogenese car favorisant la croissance cellulaire/tumorale, tandis que
TAZ serait davantage requis pour le développement des cellules souches cancéreuses, a
I’instar de ce qui est connu pour les gliomes, la forme la plus fréquente des tumeurs cérébrales
primitives (Bhat et al., 2011; Orr et al., 2011).

Une fois les différents modéles cellulaires caractérisés, nous avons tadché de comprendre
quelles fonctions et signalisations essentielles a ’homéostasie cellulaire, sont perturbées lors
du processus de transformation des cellules mésothéliales suite a 1’inactivation de MST1 et
ainsi comprendre en quoi I’inactivation de cette kinase pouvait influencer la survie des
patients atteints de MPM.
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Figure 58: Extinctions spécifique de I’expression du messager et/ou de la protéine de
MST1, YAP et TAZ dans les lignées mésothéliales humaines.
Le taux d’extinction d’ARNm et/ou protéique est quantifié 48 heures apres la transfection.

A) Tableau regroupant le taux d’extinction de MST1, YAP et TAZ, dans les lignées MSTO-
211H, H2452, H28 et H2052. B) Quantification de I’ARNm par RT-gPCR et photos
représentatives du niveau protéique par IF de YAP et TAZ dans les lignées MSTO-211H.

C) Quantification protéique de YAP et TAZ par WB. n=3, t-Test, * vs. condition siNeg ou
SiIARN + pcDNAS3: *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.




Résultats

I.C. L’inactivation de MST1 favorise I’invasion, la croissance sans
adhésion, la prolifération et une diminution de ’apoptose des
cellules mésothéliales tumorales

1.C.1. Mises au point des extinctions/réexpressions

Nous avons au préalable déterminé les concentrations adéquates en siARN et plasmide pour
induire la perte d’expression de nos différentes cibles dans quatre lignées cellulaires
mésothéliales exprimant nativement MST1 (MSTO-211H, H2452, H28 et H2052).

Les extinctions ont été réalisées en transfectant ces cellules par un siARN (anti-MST1, anti-
YAP ou anti-TAZ) avec le kit JetPIME™ (Ozyme®). En paralléle, nous avons effectué une
transfection de sSiARN « Négatif », servant de contréle de transfection, afin de s’assurer que
les effets observés ne sont imputables qu’a I’extinction du géne souhaité. La spécificité des
effets de la perte d’expression de nos cibles a été testée en ré-introduisant leur expression au
moyen d’un plasmide (pcDNA) « si-résistants » portant la séquence sauvage de MST1 ou
mutée pour YAP et TAZ (mutation S127A et S89A respectivement empéchant la
phosphorylation et donc I’inactivation de YAP et TAZ par les kinases NDR).

A 48h post-transfection, les ARNs ont été extraits et amplifiés par RT-gPCR et/ou les
protéines quantifiées par WB et/ou IF.

Nous avons ainsi établi dans nos modeles cellulaires, qu’une concentration de 40 nM de
SIMST1 et 25 nM de siYAP ou SiTAZ permettaient respectivement une diminution de
I’expression de 40% et 70-75% a 1’échelle du messager et/ou de la protéine (Figure 58).
L’extinction de MST1 est illustrée dans I’article 1 (paragraphe suivant de ce manuscrit).

1.C.2. L’inactivation de MST1 prédit un moins bon pronostic chez les
patients atteints de MPM car entraine I’invasion, la croissance sans adhésion, la
prolifération et une diminution de I’apoptose des cellules mesothéliales
tumorales
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ABSTRACT

Purpose: The Mesothelioma Avastin Cisplatin Pemetrexed Study (MAPS,
NCT00651456) phase 3 trial demonstrated the benefice of Bevacizumab combination
with the Pemetrexed-Cisplatin doublet, over chemotherapy alone, in 448 patients with
MPM. Backed to this trial, a biological study (Bio-MAPS) evaluated the prognostic

role of the RASSF/Hippo member promoter methylation.

Experimental design: Promoters methylation was assayed by MS-PCR in samples
from 223 MAPS patients and their prognostic value evaluated for overall and
disease-free survival, in univariate and multivariate analyses. MST1 inactivation
effects on invasion, soft agar growth, apoptosis, proliferation and YAP/TAZ

accumulation were investigated using siRNA in human mesothelial cell lines.

Results: Only STK4 (MST1) gene promoter was detected hypermethyled in 19 of
223 patients tested (8.5%), predicting poorer overall survival in univariate (HR 2.40,
95%CI [1.48; 3.90], p<0.001) as multivariate analysis (Adj HR 1.78, 95%CI [1.09;
2.93], p=0.022, adjustment for sex, age, histology sub-type, performance status,
haemoglobin, leukocytes and platelets counts, smoking and treatment arm). A
computed internal validation procedure was performed by bootstrap resampling
further supporting this prognostic impact. In cell, MST1 inactivation significantly
reduces basal apoptotic activity while increasing proliferation, invasion through
Matrigel® and growth without anchorage (soft agar or in suspension), resulting in
nuclear YAP accumulation but TAZ cytoplasmic retention in mesothelial cells lines.
By silencing YAP, we achieved to decreases invasion of MST1-depleted mesothelial

cells lines.

Conclusions: MST1 kinase loss of expression is a poor prognostic factor in patients
with MPM, leading to nuclear YAP accumulation and electing YAP as targets for

therapeutic intervention in human MPM.
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Translational Relevance

Hippo pathway alterations have been described in malignant pleural mesothelioma
(MPM). However, the hippo cascade contribution to prognosis in human MPM
remains largely unknown. In a prospective phase lll trial evaluating the contribution of
bevacizumab plus chemotherapy on overall survival, we established and validated by
a bootstrap methodology that MST1 (hippo) promoter methylation negatively
impacted overall survival in a subset of 8.5% of MPM patients. We further showed
that MST1 inactivation by siRNA increased cytoplasmic extension numbers and led
to stretching appearance of human mesothelial cell lines. MST1 loss also favored
invasion and soft agar growth, increased basal proliferation of MPM cells but
decreased basal apoptosis. Finally MST1 loss led to nuclear YAP accumulation but
TAZ cytoplasmic retention. Collectively, our results indicate that YAP represents
attractive targets for new therapeutic intervention in human MPM, by regulating

actual features of MPM aggressiveness and resulting in unsatisfactory survival.

INTRODUCTION

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a rare but aggressive cancer with
poor prognosis mainly caused by asbestos fibers exposure (1). Recently, the
Mesothelioma Avastin Cisplatin Pemetrexed Study (MAPS) demonstrated the
benefice of bevacizumab association with cisplatin/pemetrexed doublet on both
overall (OS) and disease-free survival (DFS) in 448 patients with MPM (2). Backed to
this trial, a biological study (Bio-MAPS) now evaluates new MPM biomarkers
including the Hippo Mammalian Sterile 20-like Kinase (MST1), MPM being

characterized by frequent Hippo pathway alteration (3).
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Mammalian Sterile 20-like Kinase (MST1, also named STK4) and MST2
(STK3) are the best characterized of the 5 MST kinases (MST1/2/3/4 and YSK1)
existing in mammals. MST1/2 function is primarily to activate/phosphorylate the
Large tumor suppressor homolog 1/2 (LATS1/2) kinases and thus regulate Yes-
associated protein (YAP) and Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif
(TAZ) activities. Inactive/phosphorylated YAP/TAZ are sequestered in the cytoplasm
by proteins such as 14.3.3 or beta-catenin while active/dephosphorylated YAP/TAZ
interact with numerous transcription factors and lead to transcription of genes
involved in cell motility, growth, proliferation and apoptosis (4). Thus, MST1 or MST2
loss results in hyperproliferation and tumorigenesis commonly negated by YAP
inactivation (5). MST1/2 kinases also contribute to the regulation of i) apoptosis by
establishing a complex with RASSF1A and CNK1 protein (6,7) or with the apoptosis
inhibiting protein kinase CK2 (8), ii) cell cycle progression by catalyzing the mitotic
phosphorylation of MOBKL1A/1B (9-13), iii) migration/invasion processes by

stabilizing lamellopodial F-actin (14-16).

Several studies suggest that dysregulation of the Hippo signaling pathway is
involved in pleural carcinogenesis, as for example, the work by Bueno and
collaborators (3), however MST1 inactivation has never been demonstrated in MPM.
Here, we firstly established a correlation between the MST1 gene promoter
hypermethylation and a shorter OS in patients with MPM. By transfecting cells with
SIARN-MST1, we further reported that MST1 inactivation increases proliferation,
invasion, cells colonies formation of MPM cells line while decreases their basal
apoptotic activity. We finally demonstrated that the loss of MST1 expression effects

depends on inappropriate activation of YAP.

102



Table S1. MS-PCR primers sequences.

T

LATS1 (Genbank access : NW_001838990.2)

F: TGAATGATTAGAGTTGTGGGTGATGT 60°C 128
R: AAACATTTCCCAACATCACTTACACA i
Seidel et al., 2007
F: GAACGATTAGAGTTGCGGGCGAC 62°C 126
R: AACATTTCCCGACGTCGCTTACG

LAST2 (Genbank access : 26524)

n F: GGTGTTTTGTTTGGATTGGTATGTGGTT

R: CATCTTCCCAAAACACTCACACCACA

F: TTCGTTCGGATTGGTATGCGGTC 60°C 137 Seidel et al,, 2007
R: CCATCTTCCCGAAACGCTCACG
MST1 (Genbank access : NW_001838666.1)
n F: TTTGTGGGGTGGGTTTAGGAGGTTTGT 125
R: AACCAATAACCCCTCACCAACACAACAA

Seidel et al., 2007

n F: GCGGGGCGGGTTTAGGAGGTTC 63°C 120

R: CCAATAACCCCTCACCGACGC
MST2 (Genbank access : NT_008046.15)

n F: TTTTAAGTGGGAGGGAGATTTGTTGTGG s G

Seidel et al., 2007
63°C 99

R: AAAAACCAAAACACCAACCAACCAAACC
u F: CGGGAGGGAGATTCGTCGCG
RASSF1A (Genbank access : NC_000003)
R: CAAACCCCACAAACTAAAAACAA Schagdarsurengin et
F: GTGTTAACGCGTTGCGTATC al., 2002
RASSF2 (Genbank access : NT_011387.8)
n F: AGTTTGTTGTTGTTTTTTAGGTGG
F: GTTCGTCGTCGTTTTTTAGGCG
R: AAAAACCAACGACCCCCGCG

R: AAACCGAAACACCGACCGACCG
n F: TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 60°C 108
n R: AACCCCGCGAACTAAAAACGA 62°C %
R: AAAAAACCAACAACCCCCACA

63°C 108 Hesson et al., 2005

n F: ATTTATATTTGTGTAGATGTTGTTTGGTAT 63°C 515

R: ACTTTAACAACAACAACTTTAACAACTACA

F: CGTCGTTTGGTACGGATTTTATTTTTTTCGGTTC ) fiEssonisE ek 2o
n R: GACAACTTTAACAACGACGACTTTAACGACTACG T
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MATERIEL & METHODS

Patients from MAPS trial

From Feb 13, 2008, to Jan 5, 2014, 448 patients were randomly assigned to
treatment (223 [50%] to pemetrexed plus cisplatin and bevacizumab and 225 [50%]
to pemetrexed plus cisplatin). MPM diagnosis certification was performed following
the histopathological international classification system (WHO 2004). Specific
informed consent was obtained for biological studies (Bio-MAPS) and approved by

the trial’'s appointed ethics committee (CPP Ref 2007-20 Nord-Ouest IlI, France).

DNA Extraction and Methylation-Specific PCR assay (MS-PCR)

DNA samples from MPM were obtained from paraffin-embedded tumor using QIAmp
DNA FFPE Tissue kit (Qiagen) and genomic DNA bisulfite modification performed
using the Epitect kit (Qiagen) according the manufacturer's recommendation and as
previously detailed (17). PCR was conducted with primers specific for either the
methylated or unmethylated alleles (TableS1) in standard conditions for the following
genes encoding for proteins of the Hippo pathway or the RASSF superfamily:
RASSF1A, RASSF2A, RASSF5, RASSF10, MST1, MST2, LATS1, LATS2, RASSF6
methylation status was determined by COBRA technique as previously described

(18).
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TableS2. siRNA and plasmids used in this work.

MST1

YAP

TAZ

sil
si2

sil:

si2

sil:

si2

: GCGGAGCCAAUACUAUGAU
: GCGGAGCCAAUACUAUGAU

UGAGAACAAUGACGACCAA
: CCACCAAGCUAGAUAAAGA

AGGTACTTCCTCAATCACA

: CUAGGAAGGCGAUGAAUCA

#12203

#27370

#32840

TableS3. Primers used in this work for gRT-PCR.

MST1
YAP
TAZ

CTGF

AREG

ANKDR1

GTAGCCAGCACCATGACTGA
GCCGGAGCCCAAATCC
ACCCACCCACGATGACCCCA
AGGAGTGGGTGTGTGACGA
TGCTGGATTGGACCTCAATG
AGTAGAGGAACTGGTCACTGG

TTGCCAAAGCTGTTGATCTG
GCAGAGAAGCTGGAGAGGAATG
GCACCCTAACCCCAGGCCAC
CCAGGCAGTTGGCTCTAATC
TCCCGAGGACGGTTCACTAC
TGGGCTAGAAGTGTCTTCAGAT
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Cell culture and transfection

Human MPM cell lines MSTO-211H, NCI-H2452, NCI-H28 and NCI-H2452 from
American Tissue Culture Collection (ATCC) were maintained in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% FBS, 10mM L-Glutamine and Streptavidin/Penicillin,
Kanamycin (100upg/ml). Cells were transfected using JetPRIME (Polyplus®) with

SIARN and/or plasmid DNA listed TableS2.

Reverse Transcription-Quantitative real-time-PCR (RT-qPCR).
After RNA extraction, RT-gPCR was done with primer sets (TableS3) as described
previously (19). RT-gPCR data were normalized to the human GAPDH. Relative

guantification was calculated using the delta-delta-Ct method.

Immunoblotting

Whole cell protein extracts were prepared as previously described (20), and proteins
detected by immunoblotting with primary antibody from Cell signaling (E-Cadherin,
MST1, YAP/TAZ, P-Serl27YAP, GAPDH, Vimentin) diluted at 1:1000 in Tween
(0.1%)-TBS buffer and HRP-conjugated secondary antibody and revealed by
enhanced chemiluminescence with ECL kit (Promega™). Densitometry results of
western blot were analyzed with Image J software. Signal intensity of each band was

normalized with GAPDH densitometry values.

Immunofluorescence and image analysis

Transfected cells were fixed and permealized as described previously (20). Primary
antibodies were YAP (cell signaling, 1/150), TAZ (cell signaling, 1/150), alpha-tubulin
(SigmaAldrich, 1/300), Actin (Cell signaling, 1/300) or cytochorme C (BD

Biosciences, 1/50).
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Résultats

The AlexaFluo633, AlexaFluo555 or 488-labelled (Invitrogen™) secondary antibodies
was added for 1h. Coverslips were mounted with DAPI (Santa CruzTM), and image

captured with high-throughput confocal microscopy (FluoView FV1000, Olympus™).

Invasion

A total of 15x103 cells were added in serum-free medium to the top invasion
chambers of 24-well transwell plates containing cell culture insert with 8 ym pore size
(BD BioCoat Matrigel® Invasion Chamber, BD Biosciences™). Complete media
supplemented with HGF were added to the bottom chambers. Cells were incubated

48h and removed, migrating (bottom) cells were stained with crystal violet.

Soft-agar assay
Base agar matrix (100ul, Cell Biolabs) was seeded in 96-well plate and 1,500
cells/well layered on agar followed by 50ul of 2x complete medium. Colonies were

stained and counted for each well 25 days later.

Spheroid culture

At 24h post-transfection, cells are reseeded with complete medium, in 24-well plates
without adhesion (Nunclon™ Sphera™ Microplates, Thermo Fisher Scientific).
Spheres formation is evaluated on the 6th day at x10 magnification with a phase

contrast inverted microscope.
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Résultats

Apoptosis measurement

DNA fragmentation and Caspase-3/7 activation were assayed using respectively the
Cell Death Detection ELISA plus kit (Roche, USA) and the Caspase-Glo 3/7
Luminescence Assay (Promega Corp. Madison, Wisc., USA) according to the

manufacturer’s instructions.

Bromodeoxyuridine (BrdU) Incorporation
Cells were transfected, then 24h after, labeled with BrdU (1:500 dilution, cell
proliferation assay, Millipore) for further 24 or 48h. BrdU incorporation was measured

according to the manufacturer’s instructions.

AREG measurement
Amphiregulin release in cell culture supernates was quantified using the
Amphiregulin Quantikine ELISA Kit (R&D system) according manufacturer’s

instructions.

Statistical Analysis

The Bio-MAPS study was a pre-planned ancillary and exploratory study. The
characteristics of the patients with and without promoter methylation analyses were
compared using chi-squared tests or Fisher’s exact tests for qualitative variables, and
Student’s t-tests or Mann-Whitney tests for quantitative variables.

Prognosis value of MST1 promotor hypermethylation was assessed for DFS and OS
using univariate and multivariate Cox models. Cofactors introduced in the multivariate
model were: treatment arm, stratification factors used in the MAPS trial (histology, PS
and smoking status) and clinical factors known to be associated to survival (sex, age,

haemoglobin, white blood cells and platelets).
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Table S4. Baseline characteristics of the 223 patients with available MSP-PCR

for MST1.

N

n (%) or
mean (x SD) or median

Sex Male 223 171  (76.7%)
Female 52 (23.3%)
X 223  66.8 (61.9-70.2)
EESOCETTT 223 132 (:1.7)
IS 222 50  (6.7-96)
DT 223 54 (4.4-6.9)
Platelets 223 318 (263.0-400.0)
PC opg 108  (48.4%)
Arm* PCB 115 (51.6%)
Histology Epithelioid 182 (71.6%)
Sarcomatoid 223 21  (9.4%)
Biphasic 20 (9.0%)
Performans §4 112  (50.2%)
SIEWN 1 223 103 (46.2%)
2 8 (3.6%)
Smoking Never
status smokers 223 94 (42.2%)
Smokers 129 (57.8%)

*Arms : 500 mg/m?2 pemetrexed plus 75 mg/mz cisplatin with (PCB) or without
(PC) 15 mg/kg bevacizumab in 21 day cycles for up to six cycles



Résultats

Hazard Ratios (HR) were estimated with their 95% Confidence Intervals (95%CI).
Bootstrap resampling was used to assess the model stability and to estimate the
optimism corrected concordance index (c-index). The data were analyzed with IBM

SPSS software Version 22.0.

In vitro data are meanstSEM of experiments realized at least three times
independently. Statistical differences were determined either by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's Multiple Comparison Test to compare each
conditions of an experiment with siMST1 (GraphPad Software, Inc. USA). Statistical

significance was set at p<0.05.

RESULTS

MST1 promotor hypermethylation predicts shorter OS of patient with MPM

Baseline characteristics study of patients from MAPS trial reveals that biological
parameters (haemoglobin, platelets count, leucocytes count), general condition (PS
0-1 versus>2), and histology (epithelioid vs. sarcomatoid/mixed) are potent
prognostic factors of OS (p<0.05) and DFS in univariate and multivariate analyses (2)
in this subset of MAPS patients. Baseline characteristic from the 223 patients for
whom gene methylation assays were performed did not differ from the characteristics
of the patients for whom such analyses were not possible (TableS4). RASSF1A,
RASSF2A, RASSF6 and RASSF10 were found methylated in 11,1%, 14,5%, 21,5%
et 4,4% of samples respectively, while no sample exhibited any RASSF5, MST2,
LATS1 or LATS2 methylation. None of these methylations influence survival in

univariate analysis (data not shown).
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Figure 1. A) Flow chart. B) Kaplan-Meier curve of Overall survival according
MST1 promoter status (methylated or unmethylated).



Résultats

MST1 promoter methylation status was available for 223/448 patients from MAPS
trial (FigurelA), and actually MST1 promotor was methylated in 19/223 samples
(8.5%).

In univariate analysis, median OS of patients with methylated MST1 promotor is 1.4-
fold lower compared to median OS of patients with unmethylated MST1 promotor
(13.0 versus 19.3 months, HR 2.40, 95%CI [1.48; 3.90], p<0.001) (FigurelB).

This result was confirmed in multivariate analysis (Adj HR 1.78, 95%CI [1.09; 2.93],
p=0.022, adjustment for gender, age, histology, PS, haemoglobin, leucocytes and
platelet counts, smoking and treatment arm), and validated by a bootstrap procedure:
MST1 methylation was significantly associated to worse OS in 59% of 1000

bootstrapped samples, with an optimism corrected c-index of 0.67.

However, MST1 inactivation did not significantly predict DFS of patients with MPM
(HR=1.53, 95%CI [0.95; 2.46], p=0.082 in univariate analysis, HR=1.07, 95%ClI [0.65;

1.76], p=0.79, as in multivariate analysis.
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Figure 2. MST1 depletion causes morphologic changes.

(A-D). MST0-211H and H2452 cells transfected with siNeg, siMST1 or siMST1+pcDNAMST1, the experiments
were performed 48h hours after transfection. Expression of MST1 was analyzed by RT-gPCR (A) and western
blot (B), using GAPDH as an internal control. Quantification of number cytoplasmic extensions and their size
(um) after a-Tubulin staining (C) and quantification of Fascin expression (D), by immunofluorescence and
confocal microscopy. Representative confocal picture (C-D) are showed from cells stained for a-Tubulin (red),
Fascin (green), nuclei stained with DAPI. For all of the histograms, error bars indicate the SEM of at least three
independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, using an ANOVA test followed by Dunnett’s test.



Résultats

MST1 depletion modifies human mesothelial cells stretching

Since MST1 methylation status was the only alteration found to significantly influence
prognosis in our large series of MPM patients, we focused our functional mesothelial

cell studies on the role of MST1.

MST1 was silenced in four human mesothelial cell lines (MSTO-211H, H2452, H28
and H2452) with normal basal MST1 expression (as evidenced by MS-PCR and
gRT-PCR, data not shown), using sSiRNA-MST1. After testing several SiRNA
sequences, we retained two siRNA decreasing both MST1 mRNA and protein
expression by at least 40% in MPM cells (Figure2A, 2B, FigureS1A).

As evidenced by alpha-tubulin immunostaining, MST1 depleted cells are much more
“stretched” than cells transfected with a control SiRNA (siNeg): area of MSTO-211H
or H2452 cells (Figure 2C) (as H2052 and H28, data not shown) is significantly
increased and cells exhibit more cytoplasmic extensions. Epithelial (E-cadherin) and
mesenchymal (Vimentin) markers quantification demonstrate that the morphological
changes induced by MST1 loss are not sustained by an epithelial-mesenchymal
transition since we did not find any typical expression switch between epithelial and
mesenchymal markers (data not shown).

Cytoplasmic expansions from MST1-depleted cells were shown to be actual filopodia,
as confirmed by the fascin enrichment in these structures (Figure2D), thus

suggesting an increased ability for cell migration, upon MST1 knock-down.

109



=

siNeg

siMST1

siMST1+pcDNaMST1

siNeg

MSTO-211H H2452 Kk
350 LX) * %k 350 —k X
c 300 ' L ' c 300 y
2 250 2 250
()
g 200 E 200
= 150 T = 150
= =
O 100 - S 100 -
50 - 50 1
0 - : 0 - - -
siNeg siMST1 SiMST1 + siNeg siMST1 SiMST1 +
pcDNA MST1 pcDNA MST1
ol o g
% et
» F. ” 3
[ %3 -
r vl ans 3 Y i ik ) C iyt #
siNeg siMST1  siMST1+pcDNaMST1 siNeg siMST1  siMST1+pcDNaMST1
B) MSTO-211H _ H2452
2 80 pu— 1.3 p— .+ S— g 180 ' * % % — * %k ‘
i 70 - . 160 :
a 60 o 140
5 50 - @ 120
o | <2 100
40 [
€ S 80 -
S 30 - 2
c S 60 -
> 201 £ 40 -
o 101 2 20 -
8 0 A T T (@] [
si MST1 SiIMST1 + siNeg siMST1 SiMST1 +
pCcDNA MST1 PCcDNA MST1
e g > it .
. 3
. X
® 3 4 o % iof
siNeg siMST1  siMST1+pcDNaMST1 siMST1  siMST1+pcDNaMST
Q) MSTO-211H H2452
g g I *k L * 1
%
z .  — z |
-~ 10 20
: T b
£ £
=] =]
< (=4
° 5 ° 10
o ]
S S
[7] []
- L
Q. Q.
v o0 : “w 0 : :
SiNeg SiMST1 SiMST1 + SiNeg SiMST1 SiMST1 +
pcDNAMST1 pcDNAMST1

siMST1

siMST1+pcDNaMST1

Figure 3. MST1 depletion increase cell invasion, anchorage-independent growth and spheroid

number.

(A-C) MST0-211H and H2452 cells transfected with siNeg, sSIMST1 or siMST1+pcDNAMST1, the
experiments were performed 48h hours after transfection. A) Invasion capacity of transfected cells on
BioCoat Matrigel Invasion Chamber for 48h. B) Quantification of colony in soft agar after 21 days. C)
Quantification spheroid number after 6 days. Representative picture is shown under histograms. For
all of the histograms, error bars indicate the SEM of at least four independent experiments. *P<0.05,
**P<0.01 and **P<0.001, using an ANOVA test followed by Dunnett’s test.



Résultats

MST1 loss increases invasion and growth in agar of MPM cells

We observed that MST1 depletion significantly increases the ability of MSTO-211H,
H2452 (Figure3A), H28 and H2052 (FigureS1B) cells to invade Matrigel®. Moreover,
colony formation on soft agar was increased by MST1 depletion in MSTO-211H,
H2452 (Figure3B) and H28 and H2052 (FigureS1C).

Finally, by impeding substrate cell attachment, we found an increase of spheroid
formation in MSTO-211H and H2452 cells in absence of the MST1 kinase
(Figure3C). For MST1 depleted MSTO-211H cells, we further observed that cells are

more individualized than control cells which necessarily group into cell clumps.
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Figure 4. MST1 depletion decreases apoptosis and increases cell proliferation.

(A-D) MSTO0-211H and H2452 cells were transfected with siNeg, siMST1 or sSiMST1+pcDNAMST1.
Experiments performed 48h hours after transfection. A) DNA Fragmentation. B) Caspase 3/7 activity.

C) Quantification of cytochrome c (red) and representative immunofluorescent confocal picture, nuclei
stained with DAPI. D) Cell proliferation assays. For all of the histograms, error bars indicate the SEM of at
least three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, using an ANOVA test followed
by Dunnett’s test.



Résultats

MST1 depletion decreases basal apoptosis and increase proliferation of MPM

cells

MSTO-211H and H2452 cells lines transfected with siMST1 present a significant
reduction in DNA fragmentation (Figure4A) suggesting a decrease of apoptosis. This
result is consistent with a decrease caspase 3/7 activity also measured in absence of
MST1 in MSTO-211H and H2452 cells (Figure4B) as in H28 and H2052 cells
(FigureS1D), and the lower intensity of cytochrome C staining quantified in MSTO-

211H and H2452 cells (Figure4C), all these assays exploring apoptosis ability.

This basal apoptotic activity decrease in MST1-depleted cells is accompanied by cell
proliferation increase for MSTO-211H and H2452 cells (Figure4D), H28 and H2052

cells (FigureS1E), as measured by BrDU incorporation.
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Figure 5. MST1 depletion increases YAP nuclear but decreases TAZ nuclear.

(A-D) MSTO0-211H and H2452 cells were transfected with siNeg, siMST1 or siMST1+pcDNAMSTL.
Experiments performed 48h hours after transfection. A) YAP nuclear and cytoplasmic localization assayed
by immunofluorescence. B) YAP/TAZ activity by quantifying Amphiregulin (AREG) expression.

C) Quantification of Amphiregulin by quantikine Elisa. D) Quantification of TAZ, YAP and PS127-YAP
protein levels using GAPDH as internal control. For all of the histograms, error bars indicate the SEM of at
least three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, using an ANOVA test followed by
Dunnett’s test.



Résultats

MST1 loss leads to nuclear YAP accumulation but TAZ cytoplasmic retention

MST kinases are known to activate LATS kinases (4) which in turn are able to
phosphorylate YAP, inducing either YAP cytoplasmic sequestration or YAP
proteasom degradation (4). Actually, by using immunocytochemistry, we found that
MSTL1 depletion leads to nuclear YAP accumulation, suggesting a decrease in YAP
phosphorylation. Conversely, using specific TAZ antibodies, we found a decrease of
nuclear TAZ, a YAP close homolog, in MSTO-211H as in H2452 mesothelial cells
(Figure5A).

We evaluate YAP/TAZ transcriptional activity by quantifying expression of YAP/TAZ
target genes: CTGF, ANKDR1, AREG. Despite the increase of nuclear YAP in MST1-
depleted cells, CTGF or ANKDR1 expression did not significantly vary upon MST1
depletion (data not shown), while AREG expression decreases by 2-fold (Figure5B),
being probably the reflect of the TAZ decrease since AREG has been shown to be
regulated by TAZ rather than by YAP (21). In line with such data, by quantifying
AREG released in culture media with an ELISA assay, we measured that AREG
concentration decreased by two times in the media from cells depleted for MST1 as
compared with the media of cells normally expressing MST1 (Figure5C).

Western blot analyze further confirms that YAP protein is more expressed while TAZ
protein is less expressed in MST1-depleted MPM cells lines. Furthermore YAP
protein should accumulate under its active form as evidenced by the P-Ser127YAP

decrease detected in these cells, this form being reputed to be inactive (Figure5D).
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Figure 6. YAP or TAZ depletion decreases cell invasion, anchorage-independent growth while increase
apoptosis. (A-C) MSTO-211H and H2452 cells were transfected with siNeg, siYAP, SiTAZ in combination or not
with pcDNA YAP or TAZ. A) Invasion capacity of transfected cells on BioCoat Matrigel Invasion Chamber and
representative image of the extinction of YAP and TAZ is shown under the histograms. B) Quantification of
colony in soft agar after 21 days. Representative picture is shown above (A) or under (B) histograms.

C) Caspase 3/7 activity. D) Invasion capacity of transfected cells on BioCoat Matrigel Invasion Chamber for 48h.
For all of histograms, error bars indicate the SEM of at least three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01
and **P<0.001, using an ANOVA test followed by Dunnett’s test.



Résultats

We next evaluated apoptosis activity, invasion and colony formation of MPM cell lines
in the absence of either YAP or TAZ (Figure6, FigureS2). We found that YAP as TAZ
extinction actually decreased MPM cell invasion (Figure6A, FigureS2A) and colony
number (Figure6B, FigureS2B) and increased Caspase 3/7 activity (Figure6C,
FigureS2C). Thus, aggressive cell phenotype induced by MST1 loss could be the
consequence of YAP cytoplasmic to nuclear shuttle and TAZ cytoplasmic retention.
By silencing YAP in MST1-depleted MSTO-211H or H2452 cells, we finally achieved

to decrease their invasion through Matrigel® (Figure6D).

DISCUSSION

Nowadays there is still no oncogenic "driver" identified in the MPM allowing to
develop targeted therapeutics (22). To identify such putative driver, the Bio-MAPS
study characterized the molecular abnormalities in patients enrolled in the MAPS
trial. Focusing on Hippo pathway alteration, we assayed MST1 gene promoter
hypermethylation, for the first time to our best knowledge, in a subset (8.5%) of
patients with MPM. MST1 promotor hypermethylation has been however previously
described in other cancer diseases such as sarcoma (18), squamous cell carcinomas
of head and neck (23), but also in non-cancer diseases such as autoimmune
pancreatitis and rheumatoid arthritis (24). While MST1 inactivation was not previously
evidenced in MPM, our report is in line with the frequent genetic alterations of Hippo
pathway members recently reported in MPM (3,25) and supports that Hippo pathway
alterations are key events in pleural carcinogenesis (25-27).
Interestingly, our study further reveals that the hypermethylation of MST1 promotor is
associated with a worse OS of patients with MPM, which is consistent with its tumor

suppressor function and its potential biomarker status.
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Our findings are consistent with those already reported in the literature for others
cancers such as breast cancer (28), hepatocellular carcinoma (29) and colorectal
cancer (30).

By mimicking the loss of MST1 in mesothelioma cell line by si-MST1
transfection, we showed that MST1 prevented nuclear YAP accumulation while
allowed TAZ cytoplasmic retention in mesothelial cells, and thus inhibit cell mobility,
growth cells without anchorage, cell proliferation while controlling basal apoptosis.
Such results are consistent with data from the literature, MST1 role in invasion,
migration, apoptosis and cell proliferation already being documented in various
cancer models (15,16,31-34). Moreover, MST1 or MST2 loss is known to lead to
hyperproliferation and tumorigenesis that are commonly prevented by concomitant
YAP inactivation (5). Conversely, MST1 overexpression induces apoptosis, inhibits
proliferation and tumor growth and leads to YAP phosphorylation on serl27 (and
thus YAP inactivation) and subsequent CTGF, AREG and Survivin expression
downregulation in hepatocellular carcinoma (35), as in non-small cell lung cancer
(36).

Here, despite nuclear YAP accumulation consistent with a P-serl27YAP
decrease in MST1-depleted cells surprisingly, we failed to measure increase of
CTGF, ANKDR1 or AREG gene transcription and thus to demonstrate that YAP is
accumulated under its active form. We conversely observed a decrease in the
expression of AREG maybe link to TAZ decrease observed in MST1-depleted cells,
AREG transcription being more under the control of TAZ than YAP (21). YAP controls
the expression of a multitude of genes, it is possible that in the MST1-depleted cells,
YAP promotes the expression of a non-conventional target similar to what is

described in Large B-Cell Lymphoma revealing that the oncogenic action of YAP
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involves the expression of IGF1R (37). We can also hypothesize that the oncogenic
action of YAP is not related to its transcriptional activity but depends on its
delocalization of the cell membrane since YAP participates in the control of the
dynamics of adherent junctions (38) and tight (39), in its absence, such junctions may
be disrupting (38) and in favor of tumor cells transformation (40).

Although we have not clearly resolved how YAP induces the more aggressive

phenotype of MST1-depleted cells, we reported that YAP inactivation in MST1-
depleted cells reversed their ability to invade Matrigel. The increase in YAP nuclear in
the absence of MST1 could explain the worst OS in patients with MPM and at the
cellular level the more "aggressive" phenotype of mesothelial cells. That loss of
expression of MST1 involves YAP has been already reported in the literature (33) as
the involvement of YAP in the tumor progression of MPM, but here it is the first work
to identify in MPM with Hippo kinase inactivation leads to YAP misregulation.
YAP is finally evidenced as a potential therapeutic target in patients with MPM
(22,41,42). In line with our results and the therapeutic potential of YAP inhibition, it
was indeed previously established that YAP silencing by siRNA inhibited the growth
of mesothelial cells MSTO-211H and H2052 (25) and significantly suppressed Hippo
pathway transcriptional activity in mesothelial cells, with decreased invasion,
tumorosphere formation, and impaired stem cell self-renewal capacity cancerous
(41).

Routinely performed MST1 methylation assay could help to identify a subset of
patients with worse prognosis who could derive benefit form targeted therapies
impairing YAP activity, for instance by impairing the interaction of YAP with its
transcriptional partners (TEAD 1-4 proteins for example). Actually, our results,

obtained in this homogeneous series of patients treated in a large phase 3 trial,
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confirm that targeting YAP in patients with MPM represent a new and attractive
therapeutic intervention in human malignant pleural mesothelioma, by targeting
actual features of MPM aggressiveness, responsible for an unsatisfactory survival,
even with a modern attractive therapy such as the one used in the experimental arm
of MAPS trial, associating chemotherapy with the anti-angiogenesis drug

bevacizumab.
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Figure S1. MST1 depletion increases cell invasion, anchorage-independent growth, proliferation while
decrease apoptosis H28 and H2052. (A-E) H28 and H2052 cells were transfected with siNeg, siMST1 or
SiIMST1+pcDNAMSTL1. Expression of MST1 was analyzed by western blot (A) using GAPDH as an internal
control. B) Invasion capacity of transfected cells on BioCoat Matrigel Invasion Chamber. Representative picture
is shown under histograms. C) Quantification of colony in soft agar after 21 days. D) Caspase 3/7 activity. E)
Cell proliferation assays. For all of histograms, error bars indicate the SEM of at least three independent
experiments. *P<0.05, *P<0.01 and ***P<0.001, using an ANOVA test followed by Dunnett’s test.
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Tableau 11 : Conditions expérimentales des outils moléculaires utilisés pour
I’analyse immunohistochimique de YAP et TAZ des patients inclus dans I’essai
clinigue MAPS.

Prétraitement pH9 - 20 min au bain-marie pH9 - 20 min au bain-marie
Blocage des sites . .
g T-TBS-5% BSA - 60 min T-TBS-5% BSA - 60 min
non spécifique
lapin polyclonal lapin polyclonal
Anticorps primaire Dilution : 1/100éme Dilution : 1/100éme
Incubation sur la nuit a 4°C Incubation sur la nuit a 4°C
Révélateur Kit Novolink (Leica®, Ménarini)  Kit Novolink (Leica®, Ménarini)
Marquage Nucléaire et/ou cytoplasmique  Nucléaire et/ou cytoplasmique
Témoin interne Cellules basales de I'épithélium  Cellules basales de I'épithélium
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Nous avons compris dans ce travail que la perte d’expression de MST1 était un facteur de
mauvais pronostic car 1’absence de MSTI1 dans des cellules de lignées mésothéliales
tumorales favorisent I’invasion cellulaire, la capacité des cellules a croitre sans adhésion, la
prolifération cellulaire et diminue 1’activité apoptotique basale. Ces effets induits par la perte
d’expression de MST1 sont dd a une accumulation nucléaire de YAP a priori actif et a une
rétention cytoplasmique de TAZ. Ce qui est en accord avec les résultats obtenus lors de la
caractérisation des modeles cellulaires d’étude du MPM rapportant des arguments qui montre
que YAP et TAZ ne sont pas equivalent dans la cellule mésothéliale et que YAP est associe a
un phénotype plus agressif.

Nous avons alors voulu savoir dans un deuxieme temps si les effecteurs terminaux de la voie

Hippo pouvaient étre des biomarqueurs/des outils de suivi des patients atteints de MPM.

I.D. Reésultats complémentaires

L’expression protéique de YAP et TAZ a été déterminée sur les prélevements des patients
atteints de MPM et inclus dans 1’essai MAPS par une IHC : des coupes de 3 um des blocs de
paraffine contenant les prélevements tumoraux ont été réalisées. Les coupes ont été prétraitées
par un tampon de démasquage des épitopes composé d’EDTA. Aprés blocage des
péroxydases endogenes, les coupes ont été incubées en présence de 1’anticorps commercial
anti-YAP ou-TAZ (Cell signaling®). Les complexes antigenes—anticorps ont été révélés par
un anticorps secondaire couplé a de la peroxydase (kit Novolink®, Ménarini) (Tableau 11).
Les sections ont été contre-colorées a 1’hématoxyline. Les marquages IHC ont été quantifiés
par le Dr Claire Danel (Hopital Bichat (cohorte Francaise) selon un score semi-quantitatif
(score = Intensité du marquage (0: nul, 1: faible, 2: modéré, 3: fort comparé au témoin
interne) x % de cellules tumorales marqueées soit un score variant de 0 a 300). Les scores
ont ensuite été confrontés aux données de survie des patients inclus dans 1’essai MAPS.

L'influence de chaque marqueur a été évaluée par un test d'interaction dans un modeéle
multivarié (Cox pour la survie, régression logistique pour la réponse) incluant les variables
cliniques pertinentes. Une stratégie d'analyse en 2 étapes avec correction de Bonferroni-Holm

permet de limiter le risque de faux-positifs.

Les IHC YAP et TAZ ont pu étre effectuées sur 306/448 patients atteints de MPM et inclus
dans MAPS (soit 68,3% des cas). Le score moyen de YAP est de 220+/-84,3, la médiane de
240. YAP est frequemment exprimé par les cellules mésothéliales tumorales, seuls 4/306 cas

présentaient un immunomarquage négatif.
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Résultats

Le score moyen de TAZ est de 162,10+/-95,26, la médiane de 180. Comme YAP, TAZ est
fréquemment exprimé par les cellules mésothéliales tumorales, seuls 12/306 cas présentaient

un immunomarquage négatif.

Que ce soit pour YAP ou TAZ, la localisation subcellulaire (nucléaire ou cytoplasmique
prédominante) de ces co-facteurs transcriptionnels n’influence pas la survie globale et sans
progression des patients atteints de MPM (données non montrées). Si le niveau d’expression
de TAZ n’est aucunement corrélé a la survie globale ou survie sans progression des patients
atteints de MPM et inclus dans MAPS, contre toutes attentes, le niveau d’expression de YAP
s’est avéré étre un facteur de bon pronostic : la médiane de survie globale des patients dont le
score d’expression de YAP est inférieure & 180 est de 16,9 mois contre 24,2 mois pour les
patients dont le score d’expression de YAP est compris entre 240 a 300 (p=0,02 en analyse

multivariée) (Figure 59).

De la méme facon, la médiane de survie sans progression des patients dont le score
d’expression de YAP est inférieure & 180 est de 8,4 mois contre 9,2 mois pour les patients
dont le score d’expression de YAP est de 300 (p=0,003 en analyse multivariée) (Figure 59).
Bien sir, I'THC réalisée ici, ne permet pas de savoir si YAP s’accumule sous forme active ou
inactive puisque I’anticorps utilisé ici reconnait la forme totale de YAP, il n’est pas possible
de savoir si ces données sont en contradiction avec les données que notre groupe a obtenu in
vitro, a savoir que les effets délétéres provoqués par I’absence de MST1 sont YAP dépendant.
Il conviendrait pour trancher de réaliser un immunomarquage de P-Tyr357-YAP, cette
phosphorylation en faveur de 1’activation transcriptionnelle de YAP (Pijuan-Galito et al.,
2014). Malheureusement, les préléevements de cette collection MAPS étaient trop entamés
pour nous permettre une analyse complémentaire et a I’initiation de ce travail aucun anticorps
anti P-Tyr357-YAP n’était disponible pour des techniques d’THC.
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Résultats

Pour comprendre cette apparente contradiction il est important de prendre en compte les
travaux de la littérature démontrant que YAP peut étre a la fois un oncogene et un géne
suppresseur de tumeur, en particulier dans les cancers mammaires. En effet, dans le cancer
mammaire, il a été intialement rapporté que YAP se comporte comme un oncogéne, car
induisant I’expression de génes impliqués dans la reprogrammation de cellules de lignées
cancéreuses mammaires en cellules souches mammaires tel que le géne codant pour 1’IL6
(Kim et al., 2015).

Toutefois, a I’inverse, Yuan et collaborateurs ont rapporté que 1’extinction de YAP par sSiARN
dans des cellules de lignées de carcinomes mammaires favorisait la migration et 1’invasion,
inhibait la réponse au taxol, supprimait I’anoikis et favorisait in vivo la survenue de tumeurs
chez la souris, traduisant dans ce modéle cellulaire un possible réle suppresseur de tumeur
(Yuan et al., 2008).

De plus, notre équipe a démontré que I’inactivation de YAP par siARN ne suffit pas a
pleinement contrecarrer les effets de 1’absence d'expression du géne suppreseur RASSF1A, le
régulateur négatif en amont de la voie Hippo dans des lignées de cellules épithéliales
bronchiques (Dubois et al., 2016). En effet si les cellules de la lignée bronchique HBEC-3
acquierent la capacité a croitre en agar lorsqu’elles n’expriment plus RASSF1A, I’extinction
concomitante de RASSF1A/Y AP ne leur fait pas perdre cette capacité alors que I’inactivation
de YAP empéche les cellules HBEC-3 dépourvues de RASSF1A de migrer en 2D, 3D ou
envahir des matrice de Matrigel® (Dubois et al., 2016).

D’apres la littérature et le travail réalisé au sein de notre groupe, il est établi que la perte de
RASSF1A conduit a la translocation nucléaire du cofacteur transcriptionnel YAP sous sa
forme active faisant de cette protéine, en plus de ses nombreux réles, un régulateur de la voie
Hippo.

Plusieurs auteurs ont montré que RASSF1A pourraient controler la fonctionnalité de la voie
Hippo (Bitra et al., 2017; Guo et al., 2007). Ainsi, I’inactivation de RASSF1A dans les MPM
méme si elle n’influence pas a elle seule la survie des patients dans notre série, renforce
I’hypothese que la voie de signalisation Hippo joue un role déterminant dans la carcinogenése
pleurale de par le controle qu’elle exerce sur ’activité des co-facteurs de transcription
YAP/TAZ et des kinases MST.

Nous avons voulu déterminer dans la suite de ce travail la part de RASSF1A dans la

carcinogenese pleurale.
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Tableau 12 : Liste des siARN et plasmides utilisés pour la modification transitoire de
RASSF1A et RASSF1C.

siRNA négatif (siNeg)

SIARN siRNA-anti RASSF1A (siRASSF1A-1) : 5’-GACCUCUGUGGCGACUUCATT-3’
siRNA-anti RASSF1A (siRASSF1A-2) : 5>CAAGGACGGUUCUUACACA-3’
Plasmide vide (pcDNA3)
Plasmide Plasmide RASSF1A (pcDNA3-RASSF1A)

Plasmide RASSF1C (pcDNA3-RASSF1C)
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Figure 60 : Cinétique d’expression/extinction de RASSF1A par plasmide/siARN dans les
lignées H2052 et MSTO-211H.

Les cellules des lignées H2052 et MSTO-211H sont ensemencées dans du milieu RPMI/L
glutamine-10% SVF puis transfectées, apres avoir atteint 30% de confluence, avec le plasmide
RASSF1A (H2052) ou le siRASSF1A (MSTO-211H) a deux concentrations différentes
(SIRASSF1A: 10nM (cl1) et 25nM (c2) ; Plasmide RASSF1A: 2pM (cl) ou 4pM (c2)). La
transfection est arrétée apres 24h, 48h ou 72h puis les ARN sont extraits et amplifiés par RT-PCR
semi-quantitative. A) Acquisition numérique des produits de PCR ciblant RASSF1A séparés sur
gel d’agarose 4,5%. B) Détection protéique de RASSF1A quantifiée par immunofluorescence,
apres 48h de transfection et a une concentration de 10 nM pour les siNeg, RASSF1A-1 et 2 et de
4pM pour pcDNA, plasmide RASSF1A et de 5pM pour le plasmide RASSF1C (n=3, ANOVA
suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. Condition pcDNA (H2052) ou siNeg (MSTO-221H), *:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)).




Résultats

II. L’inactivation de RASSF1A contribue a « 1’agressivité »
des cellules de lignées mésothéliales tumorales car elle
favorise la translocation nucléaire de YAP et I’expression

d’amphiréguline

IILA.1l.  Mises au point des extinctions/réexpressions

Nous avons dans un premier temps da définir les outils moléculaires nécessaires a la perte
d’expression de RASSFIA (lignées exprimant nativement cette protéine) ou de sa
réexpression (lignées hyperméthylées) dans les cellules de lignées mésothéliales humaines.

Afin de modifier I’expression de RASSF1A, nous réalisons 24h aprés 1’ensemencement
(lorsque les cellules atteignent environ 30% de confluence) une transfection a I’aide d’un
agent transfectant (0,2% de lipofectamine RNAIMAX® Invitrogen®) par I’un des différents
SIARN et/ou plasmides souhaités (Tableau 12), dans du milieu RPMI dépourvu
d’antibiotiques. Apres 6h de transfection, les tapis cellulaires sont lavés et ré-incubés en

présence de leur milieu de culture usuel.

Les quantitts de SIARN et plasmides a transfecter ainsi que la cinétique
d’extinction/surexpression de RASSFI1A ont été déterminées (Figure 60). L’extinction
transitoire de RASSF1A dans les lignées H2452 et MSTO-211H a été réalisée (Figure 60) en
utilisant deux SiARN-antiRASSF1A: 1’'un dont la séquence, décrite initialement par
Shivakumar, est celle employée dans les travaux visant a éteindre 1’expression de RASSF1A
(Shivakumar et al., 2002), le second, un siARN commercial dont la séquence a été désignée
par la société Invitrogen®. Nos expériences préliminaires démontrent qu’une concentration de
10 nM de ces siARN éteint de fagon reproductible 1’expression du variant RASSF1A dans ces
lignées dés 24h et jusqu’a 72h suivant la transfection (Figure 60).

Afin de s’assurer que les effets observés par la suite ne sont imputables qu’a I’extinction du
géne RASSF1A et non a la sensibilisation des cellules par le protocole de transfection, un
groupe de cellules est en paralléle systématiquement transfecté par une méme quantité de
SIARN-N¢égatif (produit sans effet d’interférence ARN, de pourcentage en base GC identique

a celui des siARN d’intérét, figurant I’effet d’une entrée d’ARN exogéne dans les cellules).

L’expression transitoire de RASSF1A dans les lignées H2052 et H28 a eté réalisée (Figure
60) en utilisant un plasmide contenant la séquence codante de RASSF1A (pcDNA3-
RASSF1A, don généreux de Jacques Camonis).
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Figure 61 : La capacité des cellules de lignées mésothéliales humaines a envahir une
matrice est liée au taux d’expression du CD44 standard. Apres avoir caractérisé la
capacité des cellules des lignées mesothéliales a envahir une couche de Matrigel® (A) et

I’expression du CD44 standard (B),

I’influence de la modification transitoire de

I’expression de RASSF1A (ré-expression pour la lignée H2052, extinction pour la lignée
MSTO-211H) sur I’invasion, I’expression du CD44 standard et ’activité des MMP2 et 9
(C) a été testée (n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. condition
pcDNAS3 (H2052) ou siNeg (MSTO-211H), * : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001).



Résultats

La concentration de 4 pM est la concentration retenue pour ré-introduire 1’expression de
RASSF1A dans ces lignées ; clle restaure I’expression de RASSF1A dés 24h et jusqu’a 72h
apres la transfection. En paralléle, pour certifier la spécificité des effets de ce plasmide, un
groupe de cellules a été transfecté par une plasmide «vide » (pcDNA3) ou portant la
séquence codante de RASSF1C (décrit pour avoir des effets opposés a ceux de RASSF1A)
(Reeves et al., 2010).

IILA.2. Laprésence de RASSF1A diminue la capacité des cellules de lignées
de MPM a envahir le Matrigel® et I’expression du CD44 standard.

La capacité des cellules des quatre lignées mésothéliales humaines a envahir une couche de
Matrigel® en chambre de Boyden (test d’invasion, chambre de Boyden recouverte d’une
couche de Matrigel®) ainsi que 1’expression de marqueurs de 1’agressivité du MPM dont le
CD44 standard (qui via son segment intracellulaire, est capable de piéger NF2 (Morrisson et
al., 2001) comme d’inhiber 1’activité des kinases MST (Xu et al., 2010)) par ces cellules ont
été évaluées.

La Figure 61A montre que les cellules de la lignée H2052 ont une capacité invasive
significativement plus élevee que celles des trois autres lignées (d’environ 3 a 4 fois plus,
p<0,01), ces derniéres envahissant de facon comparable le Matrigel®.

De facon intéressante, il est apparu que le taux d’expression du CD44 standard était en miroir
de cette capacité a envahir une matrice ou non : I’expression du CD44 standard est ainsi
significativement plus élevée dans les cellules des lignées H2052 que dans les trois autres
lignées (d’environ 2 a 4 fois plus selon les lignées, p<0,05) (Figure 61B).

Les effets de la modification transitoire de I’expression de RASSF1A dans ces lignées sur
I’invasion, I’expression du CD44 standard, et I’activit¢ de MMP2 et MMP9 (zymographie)
ont été évalués (Figure 61C). Les cellules de la lignée H2052 ou H28 (donnée non montree)
transfectées avec le plasmide RASSF1A ont une capacité invasive et un taux d’expression
protéiqgue du CD44 significativement diminués en comparaison aux cellules contréle
(transfectées avec le plasmide vide, (p<0,05)). A l’inverse, la transfection du plasmide
RASSF1C augmente significativement 1’invasion et I’expression du CD44 standard des
cellules de la lignée H2052 (p<0,05) comme des H28 (donnée non montrée). L’analyse des
zymogrammes révele que les activités des MMP2 et MMP9 n’évoluent pas significativement
selon que les cellules de la lignée H2052 ou H28 aient €té transfectées par le plasmide
RASSF1A ou RASSFIC, comme I’illustre le zymogramme Figure 61C pour les cellules de la
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Figure 62 : Le gain d’invasion induit par la perte d’expression de RASSF1A dans les
cellules de la lignée MSTO-211H s’accompagne d’une translocation nucléaire de YAP actif.
A 48h post-transfection des siARN (siNeg ou anti-RASSF1A), les cellules cultivées sur lamelle
de verre sont fixées, perméabilisées puis une immunodétection de YAP (A) et TAZ (B) est
réalisée comme décrit dans la section « Matériels et Méthodes ». En parallele, les ARNs ont été
extraits et 1’expression des geénes cibles de YAP/TAZ: CTGF, ANKDR1 et amphiréguline
(AREG) quantifiées par RT-gPCR (C).

n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. condition siNeg, * : p<0,05, ** : p<0,01,
**% : p<0,001.



Résultats

lignée H2052. A TI’inverse et comme décrit par notre groupe dans les lignées épithéliales
bronchiques humaines, I’extinction de RASSF1A dans les cellules de la lignée MSTO-211H
(par le siRASSF1A-1) ou H2452 (siRASSF1A-1 et -2, donnée non montrée) augmente
significativement I’invasion et I’expression du CD44 standard dans ces cellules (p<0,05;
ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett n=3). L’augmentation de la capacité des cellules
de la lignée MSTO-211H a envahir une matrice (i.e. en absence de RASSF1A) s’accompagne
d’une augmentation de I’activité de la MMP2 (+50%, p<0,05) tandis qu’en paralléle 1’activité
de MMP9 est significativement diminuée (-50%, p<0,05). Pour les cellules de la lignée
H2452, 1’augmentation d’invasion provoquée par la perte d’expression de RASSFI1A
s’accompagne a I’inverse d’une augmentation d’activité de la MMP9 (+80%, p<0,05) tandis

que I’activité de la MMP2 est inchangée.

Nous avons établi pour la premiere fois a notre connaissance, un lien inversement
proportionnel entre les taux de RASSF1A et de CD44 standard. Ce lien pourrait s’expliquer
par le fait que le facteur de transcription ETS-1 (v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 1), gouvernant 1’expression génique du CD44, est activé par la signalisation JNK
(Zhang et al., 2013), qui est, elle, réprimée par RASSF1A (Whang et al., 2005). Le CD44
standard reflétant ’agressivité des cellules mésothéliales tumorales, pourrait constituer un

biomarqueur d’intérét en routine pour suivre I’évolution des patients atteints de MPM.

I1LA.3. La perte d’expression de RASSF1A modifie I’activité des effecteurs
terminaux YAP/TAZ des cellules de lignées MSTO-211H et H2452

Nous avons suivi la localisation subcellulaire par IF des deux effecteurs terminaux de la voie
Hippo, les co-facteurs transcriptionnels YAP et TAZ dans ces cellules selon qu’elles
expriment ou non RASSF1A. Nous montrons dans la lignée MSTO-211H que la perte
d’expression de RASSF1A par transfection du siRASSF1A-1 induit une augmentation
significative de I’intensité du signal nucléaire de YAP (p<0,01) (Figure 62A) tandis que le
signal nucléaire de TAZ diminue (p<0,05) (ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett n=3)
comparé au contrble (siNég) (Figure 62B). Les cellules de la lignée MSTO-211H transfectées
par le sSIRASSF1A-1 expriment significativement davantage les messagers des genes cibles de
YAP/TAZ : CTGF (X1,7), ANKDR1 (X2,8) et AREG (X13) (p<0,05, ANOVA suivi d’un
test post-hoc de Dunnett n=3) que les cellules témoin (siNég) (Figure 62C) témoignant que la
translocation nucléaire de YAP est bien associée a une augmentation de son activité de

régulation transcriptionnelle.
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Figure 63 : Le gain d’invasion induit par la perte d’expression de RASSF1A dans les
cellules de la lignée H2452 s’accompagne d’une translocation nucléaire de TAZ actif.

A 48h post-transfection des siARN (siNeg ou anti-RASSF1A), les cellules cultivées sur
lamelle de verre sont fixées, perméabilisées puis une immunodétection de TAZ (A) est
réalisée comme décrit dans la section « Matériels et Méthodes ». En paralléle, les ARNs
ont été extrait et I’expression I’amphiréguline (AREG) quantifiées par RT-gPCR (B).

(n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. condition siNeg, * : p<0,05, ** :
p<0,01, *** : p<0,001).
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Le SIRASSF1A-2 qui n’augmente pas l’invasion des cellules MSTO-211H augmente
modérément mais significativement le signal nucléaire de YAP (Figure 62A) dans ce cas,
seule I’expression de ANKDRI1 est significativement augmentée (p<0,05) (Figure 62C). Le

signal nucléaire de TAZ reste alors lui inchange (Figure 62B).

Contrairement aux données obtenues dans les lignées bronchiques ou la lignée MSTO-211H,
dans les cellules de la lignée H2452, 1’augmentation de I’invasion provoquée par la
transfection du sSiRASSF1A-1 ou -2 ne s’accompagne pas d’une modification de 1’intensité du
signal nucléaire de YAP (donnée non montrée) mais est associée a une augmentation du
signal nucléaire de TAZ (Figure 63A). Les cellules de la lignée H2452 dépourvues de
RASSF1A expriment alors davantage 1’un des génes cibles de YAP/TAZ bien que plus
modérément que ce qui est mesuré dans les MSTO-211H : AREG (X1,6 a 2, p<0,05) (Figure
63B). Ce résultat est cohérent avec le fait que I’extinction de RASSF1A dans les MSTO-211H
par le SIRASSF1A-1 augmente d’un facteur 3 leur capacité a envahir la Matrigel® alors que
I’invalidation de RASSF1A n’augmente que d’a peine 2 fois la capacité d’invasion des
cellules H2452.

La dérégulation de I’expression de I’amphiréguline semble étre impliquée dans 1’invasion des
cellules de MPM. En effet, nous rapportons une corrélation entre I’expression de I’AREG et
la capacité d’invasion des cellules de MPM.

Nous avons étudié I’impact sur 1’expression de ’AREG de la ré-expression de RASSF1A
dans les cellules des lignées H2052 ou H28. La transfection de RASSF1A ne modifie pas la
localisation subcellulaire de YAP ou TAZ (donnée non montrée) ni 1I’expression des génes
cibles de YAP/TAZ bien qu’elle diminue I’invasion en Matrigel® de ces cellules.

Néanmoins, il est a noter que le niveau d’expression du messager de I’amphiréguline est bien
plus elevée, de base, dans les lignées H2052 et H28 qui n’expriment pas RASSF1A (CT(arec)
respectivement a 28,66+0,18 et 22,05+0,07) que dans les cellules des lignées H2452 et
MSTO-211H, qui, elles, expriment nativement RASSF1A (CTares) respectivement a
31,68+0,32 et 30,86+0,28).

Ces données confirment, dans un modéle de MPM, un lien entre le taux de RASSF1A et
I’activité des effecteurs terminaux de la voie de signalisation Hippo, que sont YAP et TAZ et
suggerent que la dérégulation de ’amphiréguline provoquée par la perte d’expression de

RASSF1A puisse participer a la formation de ces tumeurs.
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Figure 64 : Impact de la modification transitoire de RASSF1A sur la capacité des cellules
de lignées mésothéliales a croitre en culture 3D.

Aprés avoir caractérisé la capacité des cellules des lignées mésothéliales a croitre en 3D,
I’influence de la modification transitoire de 1I’expression de RASSF1A (ré-expression pour la
lignée H2052, extinction pour la lignée MSTO-211H) sur ces modeles de cultures sans
adhésion est testée (n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. condition
pcDNA3 (H2052) ou siNeg (MSTO-211H), * : p<0,05).



Résultats

I1LA.4. La perte d’expression de RASSF1A favorise la dissémination des
cellules de la lignée MSTO-211H en culture 3D ou en agar

La capacité des lignées H2052, H28, H2452 et MSTO-221H a croitre sans adhésion a été
évaluée par un test de culture 3D (Nunclon sphera®), six jours aprés leur mise en culture, les
spheres formeées sont photographiées, dénombrées et leurs diametres mesures.

Comme I’illustre les caractéristiques des sphéres présentées sur la Figure 64, la capacité des
lignées de MPM a se maintenir sans adhésion est indépendante de la présence ou de 1’absence
de RASSF1A dans ces cellules.

Ainsi, les cellules des lignées H2052 (avec méthylation de RASSF1A) et MSTO-211H (avec
RASSFI1A sauvage) sont peu affectées par I’absence d’adhésion et forment des sphéres plus
volumineuses et plus nombreuses (diamétre 3 a 6 fois plus grand) que les lignées H28 et

H2452 exprimant ou n’exprimant pas RASSF1A respectivement (Figure 64).

Dans la lignée H2052, la ré-expression de RASSF1A diminue de 40% le nombre de sphéres
mais augmente leurs diametres de pres de 2 fois (p<0,05) (ANOVA suivi d’un test post-hoc
de Dunnett n=3) (Figure 64). Le plasmide RASSFIC n’a lui aucun effet significatif sur la

croissance sans adhérence a un support.

Dans la lignée MSTO-211H, la perte d’expression de RASSF1A induite par transfection du
SIRASSF1A-1 augmente le nombre de spheres formées qui, cette fois, ont un diamétre plus
petit que dans la condition contrdle (SiNeg) (p<0,05) (ANOVA suivi d’un test post-hoc de
Dunnett n=3).
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Figure 65 : Impact de la modification transitoire de RASSF1A sur la capacité des
cellules de lignées mésothéliales a croitre en agar.

Apres avoir caractérisé la capacité des cellules des lignées mésothéliales a croitre en agar,
I’influence de la modification transitoire de 1’expression de RASSF1A (ré-expression pour
la lignée H2052, extinction pour la lignée MSTO-211H) sur ces modéles de cultures sans
adhésion est testée (n=3, ANOVA suivi d’un test post-hoc de Dunnett, * vs. condition
pcDNA3 (H2052) ou siNeg (MSTO-211H), * : p<0,05).



Résultats

Enfin, la capacité des lignées H2052, H28, H2452 et MSTO-221H a former des colonies en
agar a été évaluée, les cellules ont été maintenues en culture 21 jours afin de déterminer la
cinétique d’apparition des colonies, et au terme du test, le nombre de colonies apparues ainsi
que leurs tailles ont été mesures (Figure 65). Les cellules de la lignée MSTO-211H sont les
plus aptes & former des colonies en agar ; dés le 4°™ jour de test, les premiéres colonies sont
visibles tandis que ce n’est qu’au 12°me jour qu’apparaissaient les premiéres colonies des

lignées H2052 et H2452 et qu’au 19°™ jour pour les cellules de la lignée H28.

La ré-expresssion de RASSF1A ne modifie pas significativement le nombre de colonies
formées par les cellules H2052, mais s’accompagne d’une diminution de leurs tailles par
rapport au contréle (pcDNA3) (Figure 65). Une nouvelle fois dans ce type de test, la
transfection de RASSF1C est sans effet sur le nombre et la taille des colonies formées.

Dans les cellules de la lignée MSTO-211H, I’extinction de RASSF1A par le siRASSF1A-1
diminue significativement le nombre de colonies formées mais augmente fortement leurs
tailles si bien que ces colonies convergent les unes vers les autres et établissent a 1’issue du

test un immense réseau tridimensionnel en 1’agar (Figure 65).

Que ce soit pour le test de culture sphéroide ou le test en agar, peu de variations ont été
observées pour les lignées H28 et H2452 aprés modification transitoire de I’expression de
RASSF1A probablement du fait de la faible adaptation de ces cellules a ce mode de culture

sans adhésion (données non montrées).

Ces expériences de culture sans adhésion démontrent que la perte d’expression de RASSF1A

favorise la dissémination et le développement des cellules de la lignée MSTO-211H.
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Bien que n’expliquant pas a elle seule I’agressivité des cellules de lignées mésothéliales
humaines tumorales, I’inactivation de RASSF1A rend les cellules de la lignée MSTO-211H
encore plus aptes a envahir le Matrigel®, former des spheres en 3D et des colonies en agar.
Cette approche a également permis d’établir un lien entre I’absence/présence de RASSF1A et
les niveaux d’expression de deux molécules impliquées dans les processus angiogéniques, le
CD44 et ’amphiréguline (AREG). Cette observation ne nous apparait pas comme étant une
simple coincidence. Nous supposons en effet, que la surexpression de ces molécules soit le
reflet d’un phénotype plus agressif des MPM et que de fait, ces molécules puissent étre de
nouveaux biomarqueurs pronostiques des MPM. Cette hypothése s’appuie sur le fait que ces

deux molécules:

i)  sont impliquées dans la voie de signalisation Hippo dont la perturbation est au cceur de
la carcinogenéese pleurale (I’augmentation du CD44, décrit comme inhibiteur des kinases
MST/LATS, doit permettre I’expression des genes cibles de YAP, dont I’AREG, expression

que ne devrait pas avoir lieu dans une cellule normalement différenciée).

i) sont toutes deux associées a un phénotype invasif/prolifératif et chimiorésistant des
cellules tumorales. En effet, le CD44 est le principal récepteur de 1’acide hyaluronique (AH),
un glycosaminoglycanne en abondante quantité dans la cavité pleurale, permettant notamment
aux deux feuillets de la plevre de glisser I’un sur I’autre durant la respiration. Li¢ a I’AH, le
CD44 peut 1) modifier la cytoarchitecture en interagissant avec 1’ankyrine, ii) activer des
RhoGTPases telles que RhoA ou Racl en recrutant leurs GEF respectives, iii) faciliter la
signalisation des récepteurs a activités tyrosine kinases tels que I’EGF-R ou HER2 notamment
en renforgant la liaison de ces récepteurs a leur ligand, EGF ou AREG dans le cas de ’EGF-R
(pour revue : (Williams et al., 2013)).

Toutes ces interactions permettent au CD44 d’influencer la prolifération et la migration des
cellules tumorales. L’interaction CD44/AH pourrait également contribuer a la chimio-
résistance des cellules tumorales car cette interaction stimule I’expression de MDR1 (Misra et
al., 2005) ou MRP2 (Ohashi et al., 2007), deux transporteurs ABC expulsant les substances

cytotoxiques, dont les traitements anti-cancéreux, hors des cellules.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons voulu savoir si le CD44 et I’AREG sont de

nouveaux biomarqueurs des MPM.
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Tableau 13 : Protocole des IHC pour P’analyse du marquage du CD44 et de
I’AREG des patients inclus dans I’essai clinique MAPS.

prétraitement

Blocage des sites non
spécifique

Anticorps primaire

Révélateur

marquage

Témoin interne

Exemple

d’immuno-marquage

Nombre de cas testé
Médiane
1¢r quartile

3eme gquartile

Moyenne

pH6 - 20 min au bain-marie pH6 - 20 min au bain-marie

T-TBS-5% BSA-30 min T-TBS-5% BSA-60 min
lapin monoclonal
Dilution : 1/8000éme
Incubation 40 min a
température ambiante

chevre polyclonal
Dilution : 1/100&me
Incubation sur la nuit a 4°C

Kit Anti-Goat HRP-DAB Cell

Kit Envision (Dako®) (R&D®)

) Nucléaire/nucléolaire et/ou
Membranaire i
cytosolique

Cellules basales de I'épithélium les nerfs

Pl il o

AR

g

335/448 288/448
60 70
20 30
180 80
97,30 59,87



Résultats

I11. Impact de ’expression du CD44 et I’amphiréguline chez
les patients atteints de MPM et inclus dans I’essai MAPS

Afin de déterminer le possible role de biomarqueur du CD44 standard et de I’AREG chez les
patients atteints de MPM, nous avons réalisé des immunomarquages de ces cibles sur les 335
prélevements tumoraux des patients inclus dans MAPS pour lesquels nous avions du matériel,
selon la procédure décrite pour les IHC de YAP et TAZ, les spécificités des IHC pour le
CD44 et I’AREG sont décrites Tableau 13.

I11.A. Le CD44 standard est un outil diagnostique du MPM

L’expression du CD44 standard (CD44s) a pu étre quantifiée pour 335/448 patients atteints de
MPM inclus dans MAPS (72,5% des cas). Le score moyen de ce marquage est de 97,3+/-99,3
et la médiane de 60. Le marquage du CD44 standard est membranaire, en cadre complet, il
était observé a la fois sur les cellules tumorales et les cellules stromales. Alors que le CD44
est un facteur de mauvais pronostic dans plusieurs tumeurs, incluant le cancer du sein (Dan et
al., 2014; Xu et al., 2016), colorectal (Huh et al., 2009; Jing et al., 2015), gastrique (Chen et
al., 2014; Wu et al., 2015b), rénal (Li et al., 2015a), de la langue (Lindquist et al., 2012), ou
encore du larynx (Esteban et al., 2005), la corrélation des scores du CD44 standard aux
données cliniques des patients inclus dans MAPS révele que son expression n’influence ni la
survie globale ni la survie sans progression des patients atteints d’'un MPM (données non
montrées, p=0,49 et 0,44 respectivement). Cette absence d’influence du CD44 sur la survie
des patients atteints de MPM est en accord avec une étude récente (Cortes-Dericks et Schmid,
2017).

Ainsi, dans le MPM, le CD44s est donc un outil diagnostique mais non pronostique ou

prédictif.
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Figure 66 : Médiane de survie global (OS) et sans progression (PFS) des patients avec un
marquage AREG négatif versus AREG positif ou selon la localisation du marquage de
I’AREG cytosolique (C) versus autres localisations (other).

Adj HR :Ajustement sur le sexe, 1’age, I’histologie, le PS, I’hémoglobine, les globules blancs,
et les plaquettes.




Résultats

I11.B. L’expression de I’Amphiréguline prédit une meilleure survie
globale et survie sans progression des patients atteints de
MPM

L’expression de ’AREG a pu étre quantifiée pour 288/448 patients atteints de MPM et inclus
dans I’essai MAPS (soit 64,3% des cas). Pour 3 patients, ’IHC était non interprétable. Le
marquage de I’AREG est principalement cytoplasmique et/ou nucléaire. Certains
prélévements montraient é¢galement un immonumarquage nucléolaire. Cette observation d’un
marquage nucléolaire avait déja été décrite dans des cellules de carcinome ovarien sans que la
significativité de ce marquage n’ait été discutée (Johnson et al., 1991). Enfin, aucun cadre

cellulaire n’est apparu immunomarqué, de méme, la MEC n’était pas une cible de I’anticorps.

Le score moyen de I’AREG est de 59,87+/-26,92, la médiane de 70. L’expression de ’AREG
s’est révélée étre un facteur de bon pronostic : les patients dont la tumeur exprime I’AREG
ont une médiane de survie globale de 22,2 mois contre 15,1 mois pour les patients dont la
tumeur n’exprime pas I’AREG (p=0,0006 en analyse univariée et p=0,005 en mutivariée). De
la méme facon, la médiane de survie sans progression est meilleure chez les patients AREG
positif, 8,8 mois versus 7,9 mois chez les patients négatif (p=0,008 en analyse univariée)
(Figure 66).

La localisation subcellulaire de I’AREG constitue elle aussi un facteur pronostique : la
médiane de survie globale des patients exprimant une AREG cytosolique est de 24,8 mois
versus 15,9 mois lorsque I’AREG est dans un autre compartiment cellulaire (HR : 0,62,
95%IC [0,44-0,86], p=0,005 en analyse multivariée). Enfin, la médiane de survie sans
progression des patients exprimant une AREG cytosolique est 10,4 mois versus 8,2 mois pour
les autres localisations subcellulaires (HR : 0,61, 95%IC [0,45-0,84], p=0,002 en analyse

univariée, p=0,0007 en analyse multivariée)) (Figure 66).

L’AREG a également pu étre dosée dans le sang chez 373/448 patients atteints de MPM et
inclus dans MAPS (83,3% des cas). De fagon surprenante, puisque la plupart des tumeurs de
MPM analysées expriment de I’AREG en forte quantité, ’AREG sérique n’a été décelée que
chez 42 des 373 patients pour lesquels le dosage a pu étre effectué. Le score sérique moyen de
I’AREG est de 48,24+/455,1, la médiane de 0. Contrairement au marquage tissulaire, le taux
d’AREG dans le sang n’influence pas significativement la survie globale ni sans progression
des patients atteints de MPM.
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Figure 67 : Extinction de PAREG par transfection par siARN dans les lignées

MSTO-211H, H2452, H28 et H2052.
Les cellules sont ensemencées dans du milieu RPMI/L glutamine-10% SVF puis

transfectées, apres avoir atteint 50% de confluence, avec le SIAREG a une concentration
de 40nM. La transfection est arrétée aprés 48h puis les ARN sont extraits et amplifiés par
RT-gPCR (n=3, t-Test, * vs. Condition siNeg: **: p<0,01, ***: p<0,001).




Résultats

De facon surprenante, aucune correélation entre les dosages sériques et les quantités tissulaires
de ’AREG n’a été trouvée (coefficient de corrélation=0,007, p=0,91).

Enfin, ’AREG ne permet pas de prédire la réponse des patients aux traitements administrés

dans ce protocole clinique.

L’expression de I’AREG et d’autant plus lorsqu’elle est cytosolique prédit donc une meilleure
survie des patients atteints de MPM. Au vu de ces résultats qui semblaient contradictoires aux
données de la littérature, nous avons voulu tester dans des lignées cellulaires mésothéliales
humaines (MSTO-211H, H2452, H2052 et H28), I’effet de I’extinction de ’AREG sur

I’invasion/métastase, 1’apoptose et la prolifération cellulaire.

» Mises au point de I’extinction de ’AREG

Nous avons au préalable déterminé la concentration adéquate en siAREG dans quatre lignées
cellulaires mésothéliales (MSTO-211H, H2452, H28 et H2052). Les extinctions ont été
réalisées de la méme facon que pour le siMST1, en transfectant les avec le kit JetPIME™
(Ozyme®). En paralléle, nous avons effectué une transfection de siARN « Négatif », servant
de contrdle de transfection, afin de s’assurer que les effets observés ne sont imputables qu’a

I’extinction du geéne souhaité

La mise au point des transfections au moyen d’un SIAREG a permis de retenir la
concentration de 40 nM, cette concentration permet une diminution de 1’expression du

messager de ’AREG de 60 a 80% selon les lignées cellulaires (Figure 67).
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Figure 68 : Capacité des lignées de MPM a envahir une membrane de Matrigel
(Invasion), croitre en agar et en suspension.

Les cellules sont ensemencées 24h apres la transfection dans A) une chambre de Boyden, les
cellules de la face externe sont colorées au crystal violet et comptées aprés 48h, B) en agar,
aprés 21 jours les colonies formées sont comptées et C) en culture sans adhésion pour les
MSTO-211H (sphéroide), comptées 6 jours apreés I’ensemencement (n=3, t-Test, * vs.
Condition siNeg: ns: non significatif, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001).
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» Impact de I’extinction de ’AREG in cell

Nous montrons que !’inactivation de I’AREG diminue significativement i) la capacité
d’invasion des cellules des quatre lignées mésothéliales étudiées ici, comparées aux cellules
exprimant I’AREG (p<0,001 pour les H2052 et p<0,01 pour les trois autres) ii) la croissance
en agar pour 3 de ces lignées et iii) la croissance en suspension montrée ici pour la lignée
MSTO-211H (Figure 68).

A I’inverse, I’inactivation de I’AREG dans les cellules de lignées mésothéliales s’accompagne
d’une augmentation de 1’apoptose (p<0,01) ainsi que d’une diminution de la prolifération
cellulaire (significative pour trois des modeéles étudiés (p<0,05: H2452, H28 et p<0,01:
H2052) et avec une forte tendance pour la lignée MSTO-211H) (Figure 69).

Nous avons également testé, ’influence d’AREG recombinante exogeéne sur la capacité des
cellules a envahir une membrane de Matrigel, ces premiers résultats sont préliminaires (n=2)
et réalisés dans deux lignées cellulaires (MSTO-211H et H2452). Les premiéres analyses
suggerent que I’AREG exogeéne augmente la capacité invasive des cellules mésothéliales et
que cet effet est perdu en ajoutant le sSIAREG. Ce qui permet de nous assurer de la spécificité

de notre extinction et de I’'impact de I’AREG dans des lignées mésothéliales.

Ces resultats laissent penser, dans des lignées mésothéliales humaines, que I’AREG est pro-
invasive en augmentant a la fois I’invasion/métastase, la prolifération et en diminuant
I’apoptose, ce qui n’avait pas encore €ét¢ montré dans ce type cellulaire. Néanmoins, ces
données sont en accord avec la littérature sur le réle physiologique de I'AREG connue pour
moduler la prolifération cellulaire, I'apoptose et la migration. De plus, dans le MPM, des
auteurs montrent que I’AREG stimule I’invasion (Liu et Klominek, 2004) et que les cellules
de MPM expriment davantage d’AREG par rapport aux cellules mésothéliales saines (Cesario
et al., 2005) suggerant une activation excessive de I'EGFR qui contribue a l'agressivité du
mésothéliome. Ces données et nos résultats dans les lignées mésothéliales confortent le réle
probable de ’AREG dans la carcinogenése pleurale mais sont néanmoins en contradiction

avec la valeur pronostique retrouvée dans 1’essai MAPS.

Pour expliquer ces apparentes contradictions entre les résultats cliniques et les résultats
obtenus in cell nous émettons 1’hypothése que la forme d’AREG quantifiee dans les
prélévements des patients atteints de MPM n’est peut-étre pas la forme mature de la protéine

mais son précurseur.
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Figure 69 : Capacite des lignées de MPM a proliférer et a induire I’apoptose.

Les cellules sont ensemencees, transfectées apres 24h puis A) la prolifération cellulaire est
quantifiée par le test d’incorporation du BrdU apres 24h et 48h post-transfection et B) la
capacité apoptotique est mesurée par le test caspase3/7, 48h apres la transfection (n=3, t-
Test, * vs. Condition siNeg: ns: non significatif, *: p<0,05, **: p<0,01).




Résultats

Pour rappel, le pro-AREG a besoin d’étre clivé par les TACE pour étre sous sa forme mature

et soluble, appelé alors AREG, et exercer ses fonctions biologiques via sa fixation a ’EGFR.

L’anticorps utilisé pour quantifier I’expression d’AREG chez les patients de 1’essai MAPS
reconnait a la fois la forme clivée et le précurseur de ’AREG : cet anticorps polyclonal
reconnait en effet un épitope allant du résidu Valine 107 au résidu Lysine 184, présent sur les
deux formes de I’AREG. Lorsqu’un tissu est immunomarqué, nous ne pouvons dire si cette
AREG est bien clivée, fonctionnelle et sera alors libérée vers le stroma.

Seul le ciblage exclusif de ’AREG mature permettrait de répondre a la question de
maturation de cette protéine mais de tels outils n’existent pas. Si I’AREG reconnue n’est pas
mature et s’accumule dans le cytoplasme sans pouvoir étre relarguée dans le stroma et par
conséquent n’assure pas ses fonctions biologiques, le taux élevée d’AREG chez les patients
atteints de MPM ne reflete alors pas sa fonction pro-invasive. Le meilleur pronostic des
patients qui expriment I’AREG, peut éventuellement s’expliquer par le fait que cette AREG

n’est pas clivée et par conséquent non excrétée, ne pouvant pas assurer ses fonctions.

Quels sont les arguments en faveur de 1’hypothése que I’AREG s’accumulerait sous forme

inactive et/ou qu’il y aurait un dysfonctionnement dans son processus de maturation ?

1. dans I’essai MAPS, les patients pour lesquels les prélévements tumoraux sont positifs
pour I’AREG, ne sont pas ceux pour lesquels de I’AREG circulant dans le sang a pu
étre dosée (absence de corrélation), et a I’inverse, les patients chez lesquels de

I’AREG sérique a été décelée sont des patients dont les tumeurs sont AREG négatives.

2. Il faut noter que dans le surnageant des différentes lignées cellulaires a notre
disposition, nous ne retrouvons que d’infimes quantités d’AREG sécrétées (Test Elisa)
tandis que le niveau du messager dans ces cellules est important, pouvant laisser
penser que dans le MPM, il existe peut-étre un blocage du clivage de I’AREG via une
mutation ou par d’autres régulateurs (TIMPs) ciblant les sites de clivage des TACE ou

les TACE elles-mémes.
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Comment pourrions-nous expliquer que I’AREG s’accumule sous une forme inactive dans les

cellules mésothéliales tumorales ?

1. La protéine de clivage TACE pourrait étre inactive dans les cellules de MPM causant
une accumulation de la forme pro-AREG. La TACE « ADAM17 » est réprimée au
niveau post-transcriptionnel par le miR-145 (Wu et al., 2015a). Or, ce miR semble
diminué dans le MPM (Andersen et al., 2014; Cioce et al., 2014; Santi et al., 2017), il
est donc peu probable que la TACE soit moins exprimée dans les cellules

mésothéliales tumorales.

En revanche, il a été démontré que la mutation de Cys600 de ’ADAM17 entraine une
perte d'activité de I’enzyme (Li et Fan, 2004). Cette mutation n’a pas été recherchée
dans des prélévements de MPM mais pourrait engendrer 1’inactivation de I’ ADAM17.
De la méme fagon, 1’activit¢ d’ADAMI17 est influencée par I'environnement ionique.
In vivo, la métalloendopeptidase NRDc (N-arginine dibasic convertase) protege
ADAML17 de l'activité inhibitrice du NaCl et potentialise son activité catalytique
(Nishi et al., 2006). La NRDc et ou I’environnement ionique pourraient étre altérés
dans le MPM. Enfin, la maturation d'ADAM, par clivage de son propeptide, est
effectuée par des pro-protéines convertases (PC), telles que la furine (Murphy, 2009).

Ces PC pourraient étre altérées dans le MPM.

2. Le pro-AREG pourrait ne pas étre accessible & la TACE : encapsulé dans des vesicules
d’endocytose, le pro-AREG ne peut subir le clivage par les ADAMs entrainant une
réduction de la sécrétion d’AREG soluble (Fukuda et al., 2012). Cette endocytose est
favorisée par des stress cellulaires dont pourrait faire partie 1’exposition des cellules

aux fibres d’amiante.
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Ainsi, devant le peu de données disponibles dans la littérature sur ’AREG et le MPM, nous
ne pouvons a ce stade que formuler des hypothéses pour expliquer pourquoi 1’expression
d’AREG cytosolique des cellules tumorales meésothéliales est un facteur de bon pronostic
chez les patients atteints de MPM. Ces hypotheses sont autant de perspectives pour la suite de

ce travail, il serait par exemple, intéressant de veérifier nos théories :

» par zymmographie pour évaluer I’activit¢ des TACE (en ajoutant de ’AREG exogéne

pour Vérifier que celle-ci est bien clivée).

» en recherchant la mutation Cys600 dans nos lignées mésothéliales (par pyroséquencage).
Les blocs étant épuisés dans la collection MAPS nous ne pourrons pas réaliser ce travail

au niveau clinique.

» ou encore quantifier I’expression des NRDc et des PC.
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Ce travail de theése s’inscrivait dans une dynamique visant a mieux comprendre 1’histoire
naturelle du MPM et identifier de nouveaux outils diagnostiques, pronostiques et/ou prédictifs
du MPM, voire de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. A son début, bien que
certaines anomalies récurrentes dans le MPM étaient déja répertoriées, les mécanismes de la

carcinogenese pleurale étaient encore peu compris.

Pour améliorer ces connaissances, nous avons souhaité caractériser les anomalies
moléculaires affectant en particulier, 1’expression des membres de la voie de signalisation
RASSF/Hippo dans les prelevements tumoraux des 448 patients atteints de MPM enr6lés dans
I'essai clinique MAPS (IFCT-GFPC 0701), essai ayant démontré le bénéfice de 1’association
du Bevazicumab au doublet de référence Pemetrexed-Cisplatine (Zalcman et al., 2016). Nous
savions que cette voie de signalisation était perturbée dans le MPM, notamment parce que,
parmi les quelques anomalies récurrentes du MPM figuraient des mutations de NF2 (Bianchi
et al., 1995; Bueno et al., 2016; De Rienzo et al., 2016; Guo et al., 2015; Lo lacono et al.,
2015), I’un des régulateurs de cette voie, mais les anomalies de cette voie n’étaient alors pas
clairement répertoriées et leur implication dans le MPM n'étaient pas forcément bien
comprises. Nous avons ainsi établi une cartographie précise des anomalies de la voie
RASSF/Hippo dans le MPM et démontré, en accord avec d’autres travaux publiés depuis
(Bueno et al., 2016; De Rienzo et al., 2016; Guo et al., 2015; Lo lacono et al., 2015;
Miyanaga et al., 2015), que cette voie est fréquemment et séverement affectée dans ce type
rare de cancer.

Parmi les altérations de cette voie que nous rapportons, nous avons pu de plus démontrer que
certaines sont des événements « clé » (inactivation de la kinase MST1) tandis que d’autres
sont des évenements « aggravants » (inactivation de la protéine d’échafaudage RASSF1A) au
cours de la carcinogenese pleurale.

Nous rapportons en effet que le promoteur du géne de la kinase MST1 est fréquemment
méthylé chez les patients atteints de MPM et que I’inactivation de I’expression de cette kinase
est un facteur de mauvais pronostics (Maille et al., article en préparation).

Le promoteur du géne RASSF1A est quant a lui peu fréguemment méthylé chez les patients
atteints de MPM et, en tous cas, sans influence sur la survie des patients atteints de MPM.
Toutefois, I’inactivation de I’expression de RASSF1A au moyen d’ARN interférent dans des
cellules de lignées humaines mésothéliales les rend « plus agressives », les cellules étant

davantage capables d’envahir du Matrigel ou encore de croitre sans adhésion.
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L’influence de I’inactivation de MST1 sur la survie de patients atteints de cancers du sein,
foie et colorectal avait déja été rapportée dans la littérature (Lin et al., 2013; Minoo et al.,
2007; Sohn et al., 2016; Yu et al., 2017) mais jamais dans le MPM. A D’inverse, dans la
littérature, la fréquence (environ 25%) de la perte d’expression de RASSF1A suite a la
méthylation du promoteur de son gene avait déja été rapportée chez des patients atteints de
MPM (Destro et al., 2008; Fischer et al., 2006; Fujii et al., 2012) tandis qu’ici nous ne
retrouvons qu’une fréquence tres faible de la perte d’expression de RASSF1A par méthylation
de son promoteur (11,1%). Ces différences s’expliquent probablement par une différence du
nombre de patients inclus dans les cohortes étudiées, du mode de recrutement de ces patients,
et confirment 1’intérét de ces larges essais cliniques qui par leur sélection stricte des patients
et la taille des cohortes permettent de générer des données a priori plus fiables.

On ne peut cependant totalement exclure des différences techniques dans la détermination du
statut de méthylation, bien que notre expérience dans les CBNPC (Dubois et al., 2016) n'avait
pas montré, avec la méme technique, des résultats trés différents de ceux de la littérature dans
le cancer du poumon de stade précoce.

Aucune des anomalies moléculaires que nous avons rapportées chez les patients atteints de
MPM n’est exclusive l'une de l'autre, ainsi un méme prélevement tumoral peut porter
plusieurs altérations de cette voie de signalisation RASSF/Hippo. Cette accumulation
d’anomalies moléculaires affectant la voie de signalisation RASSF/Hippo se retrouve dans les
modeles cellulaires d’étude du MPM. Dans ces cellules, plus il y a d’anomalies de la voie
RASSF/Hippo plus le comportement cellulaire semble « agressif ».

Ainsi les lignées MSTO-211H et H2052 qui sont respectivement de phénotype biphasique et
sarcomatoide, sont les cellules les plus aptes a croitre sans adhésion ou envahir une matrice de
type Matrigel®, or ce sont aussi les cellules qui présentent le plus de points de perturbation de
la voie de signalisation RASSF/Hippo (ce qui constitue une constatation mais en rien une

preuve de causalité).

YAP est I’effecteur de la voie Hippo impliqué dans la carcinogenése pleurale

Alors que YAP/TAZ sont souvent présentés comme des co-facteurs transcriptionnels
interchangeables dans de nombreuses études, en partie du fait de I'utilisation d’anticorps ne
permettant pas toujours de les distinguer, nous montrons que seul YAP est impliqué dans la
carcinogenese pleurale, ce qui est en accord avec une étude rapportant que YAP est active
dans 70% de cas de MPM (Zhang et al., 2017).
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Dans notre travail, le mauvais pronostic des patients atteints de MPM et présentant une
méthylation de MSTL1 s’explique par I’aquisition d’un phénotype agressif des cellules
mesothéliales qui est corrélé a une accumulation nucléaire de YAP a priori actif et une
rétention cytoplasmique de TAZ. Ce paradoxe entre YAP et TAZ se retrouve également lors
la perte d’expression de RASSFIA dans les cellules mésothéliales qui renforce leur
agressivité et s’accompagnant d’un YAP qui s’accumule dans le noyau sous sa forme active

alors que TAZ est lui diminué.

De plus, de facon originale, nous rapportons que les cellules de lignées de MPM expriment
YAP ou TAZ en abondance mais rarement les 2 paralogues en quantité équivalente, et nous
observons une augmentation de 1I’expression de YAP lorsque TAZ est inactivé et inversement,
suggérant une régulation négative de 1’un des effecteurs terminaux de la voie Hippo sur
I’autre. En accord avec cette hypothése, des auteurs ont récemment montré que YAP exerce
une régulation négative sur I’accumulation protéique de TAZ et inversement (Finch-
Edmondson et al., 2016; Moroishi et al., 2015), par un mécanisme post-transcriptionnel
requérant TEAD (Moroishi et al., 2015). Ainsi, les hépatocytes et entérocytes de souris
knock-out pour YAP présentent une augmentation importante de 1’expression de TAZ
nucléaire (Moroishi et al., 2015). La perte d’expression de YAP dans les cellules mammaires
immortalisées (shRNA), induit une augmentation de TAZ et a I'inverse la surexpression de
YAP dans ces cellules montre une diminution de 1I’expression de TAZ. (Moroishi et al.,

2015).

Les résultats rapportés par notre équipe confirment ce qui était pressenti dans la littérature
depuis quelques années a savoir que YAP et TAZ sont en réalité de "faux jumeaux", ayant des
fonctions communes puisqu’ils partageant des co-facteurs de transcription identiques, mais
aussi des fonctions propres, via leurs partenaires spécifiques (Guo et Teng, 2015; Kaan et al.,
2017a; Zhu et al., 2015a).

Implication de I’axe CD44/RASSF1A/MST1/YAP/AREG dans la carcinogenése pleurale

Nos résultats identifient ’implication d'un "axe" CD44/RASSF1A/MST1/YAP/AREG dans la
carcinogenese pleurale et en particulier dans I'apparition d'un phénotype plus agressif des
cellules mésothéliales tumorales. Cette constatation nouvelle révele de nouveaux

biomarqueurs du MPM.

Bien que I’expression du CD44 n’influence pas la survie des patients atteints de MPM, nous

savons que ce marqueur est induit par les altérations de la voie RASSF1A/Hippo.

140






Discussion générale

D’une part parce que la transcription du CD44 est induite par c-jun, et que c-jun est réprimé
en présence de RASSF1A (Whang et al., 2005), d’autre part parce que I’expression du CD44
est corrélée a I’activité de YAP : le complexe YAP/TEAD active la transcription du CD44 et
favorise ainsi I’expression de propriétés similaires aux cellules souches cancéreuses (CSC)
dans les cellules mésothéliales (Tanaka et al., 2017). Les propriétés de type CSC sont inhibées
par les statines via la voie du mévalonate qui régule la phosphorylation de YAP via RhoA ou
B/F-Actine.

De plus, le CD44 peut réguler la phosphorylation de NF2 en fonction de la densité cellulaire
et promeut séquentiellement I'expression de YAP, suggérant que CD44 joue deux roéles
fonctionnels pivot en tant que suppresseur, en amont de la voie Hippo et en aval des cibles
régulées par YAP/TEAD, compatible avec une boucle de rétro-contréle positive entre YAP et
CD44 (Tanaka et al., 2017). Les statines ont permis d'identifier une cible préférentielle contre
le mésothéliome en inactivant YAP et des inhibiteurs plus puissants de YAP sont en cours de
développement dans un but thérapeutique, notamment des inhibiteurs de I'interaction
YAP/TEAD.

Un deuxiéme aspect important de nos travaux est la révélation de la régulation positive de
YAP sur CD44 (avec une expression plus élevée de CD44 associée a des taux plus élevés de
génes cibles de YAP), cliniguement associée a une malignité histologique
(biphasique/sarcomatoide) et a un pronostic plus sombre chez les patients atteints de MPM.
Cependant, cette constation est a prendre avec prudence car elle a été effectué chez seulement
86 patients et & partir de données TCGA (Tanaka et al., 2017). A 1’échelle cellulaire, les
cellules mésothéliales avec des mutations NF2 et/ou LATS2 avaient tendance a avoir une
expression plus élevée de I'ARNm CD44, en comparaison a celles sans mutations NF2 ou
LATS2 (Tanaka et al., 2017), ces résultats montrent encore 1’importance des altérations

moléculaires et de leur accumulation dans I’agressivité du MPM.

Ces donnees de la littérature sont cohérentes avec nos reésultats. En effet nous montrons que
I’expression du CD44 est corrélée négativement a celle de RASSF1A, se traduisant par une
augmentation de 1’invasion et s’accompagne de 1’activation de YAP (translocation nucléaire
et augmentation de 1’expression des génes cibles (cf résultats partie I1).

De plus, deux autres travaux de la littérature démontrent dans les cellules de la lignée MSTO-
211H (Nuvoli et al., 2014) ou dans d’autres lignées de MPM (ACC-MESO-1 et K921MSO
(Hanagiri et al., 2012)) que la perte d’expression du CD44 standard par siARN s’accompagne

d’une diminution de 1’invasion cellulaire.
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Le CD44 promeut 1'adhésion des cellules mésothéliales a 1’acide hyaluronique, or cette liaison

favoriserait la prolifération cellulaire et I’invasion (Hanagiri et al., 2012).

Ces données suggérent que l'interaction entre la voie métaboliqgue du mévalonate et la
signalisation Hippo est associée a l'induction de propriétés de type CSC corrélées a
I'expression du CD44, pouvant conduire a une chimiorésistance et, en tous cas, a un mauvais
pronostic (Tanaka et al., 2017). Ainsi les patients atteints d’un mésothéliome avec une
expression plus élevée des genes cibles de YAP semblent davantage résistants aux
chimiothérapies conventionnelles et constituent un sous-type de tumeur plus agressive car

dotées de propriétés similaires a celles de CSC.

Quelles cibles thérapeutiques sont a envisager chez les patients atteints de MPM ?

L’altération de la voie de signalisation Hippo/RASSF est donc un éveénement clé¢ de la
carcinogenese pleurale (Miyanaga et al., 2015; Sekido, 2011; Tranchant et al., 2017; Maille et
al., article en préparation). Restaurer le bon fonctionnement de cette voie de signalisation et
controler I’activité de YAP pourraient permettre d’endiguer la progression du MPM.

Plusieurs stratégies peuvent étre envisageées :

e Augmenter ’activité de MST?2 ou des kinases NDR en aval de la kinase MST1 afin
de restaurer le controle de I’activité de YAP : des agonistes de la voie Hippo sont en
cours de développement tels que C19 ou GGTI-298, ils induisent la phosphorylation a
la fois de MST1/2 et de LATS1/2, et augmentent les taux cytoplasmiques de YAP et la
dégradation de TAZ (Johnson et Halder, 2014; Mi et al., 2015). In vitro et in vivo, C19
parvient a inhiber la croissance des cellules de mélanome (Basu et al., 2014).

e Inactiver YAP :

o En inhibant I’interaction de YAP avec TEAD (inhibiteurs plus puissants que la
vertéporfine, protoporphyrine, dasatinib ou encore les peptides VGLL4 qui ont
une action avec des IC50 de 1 a plusieurs micromolaires). Le complexe YAP-
TEAD régule I’expression des genes impliqués dans la prolifération, I’apoptose,
la croissance et motilité cellulaire, conduisant a une transformation oncogénique
(Felley-Bosco et Stahel, 2014). Zhang et al., montrent que la vertéporfine réduit
significativement I’expression de YAP dans les cellules mésothéliales par une
régulation négative de la transcription de son géne et 1’orientation de la protéine
YAP vers le protéasome (Zhang et al., 2017). Malheureusement la veréporfine a

de nombreux effets indésirables qui empéchent son utilisation en clinique.
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o En inhibant les signaux et voies autres que la voie Hippo mais participant eux
aussi au contréle de I’activité de YAP tels que les GPCRs, la signalisation RhoA
ou B/Rho kinase (ROCK), les enzymes clés de la voie du mévalonate (statines,
bisphosphonates et N-BPs). L'inhibiteur de Rho/ROCK (GSK269962A) prévient
I'activation de YAP et inhibe l'activité transcriptionnelle de YAP-TEAD (Zhang
etal., 2017).

Les résultats que nous avons obtenus au cours de ce travail de these ainsi que ceux obtenus
plus largement par notre groupe de recherche posent toutefois la question de la pertinence
d’inhiber I’activité¢ de YAP comme stratégie thérapeutique chez les patients atteints de MPM
et présentant une altération de la voie RASSF/Hippo. En effet, nous montrons que,
I’inactivation de I’expression de YAP dans des cellules des lignées mésothéliales (H28 et
H2052) ou bronchiques (HBEC-3) n’exprimant plus RASSF1A, ne parvient pas a empécher
tous les désordres cellulaires provoqués par la perturbation de la voie de signalisation
RASSF1/Hippo, et que ces cellules conservent leur capacité a croitre sans adhésion (agar)
(Dubois et al., 2016, Maille et al., article en préparation).

Le fait que I’inactivation de YAP ne soit pas suffisante pour empécher tous les désordres
induits par la perturbation de la voie RASSF/Hippo, pourrait s’expliquer par le fait qu’il
n’existe pas un YAP mais plusieurs isoformes de YAP, et que les siARN utilisés dans nos
travaux et les travaux de la littérature n’inactivent pas I’expression de 1’ensemble de ces
variants. Méme si tres peu de données existent sur les spécificités des différents variants de
YAP, les outils actuellement disponibles pour les étudier étant peu nombreux, il est cependant
¢établi que ces isoformes n’ont pas strictement la méme fonction. YAP1-1 ne se liant pas au
facteur p73, ne peut par exemple induire I'apoptose lorsque les cellules HEK293 sont privées
de nutriments (Oka et al., 2008). Autre exemple, I'angiomotine inhibe la fonction pro-
apoptotique de YAP1-2 car prévient sa localisation nucléaire en interagissant avec YAP1-2
tandis que l'angiomotine ne peut se lier a YAP1-1 (Oka et al., 2012). Enfin, dans le
mélanome, YAP2 favoriserait I’invasion des cellules tumorales et non YAP1 (Nallet-Staub et
al., 2014).

Si I’inactivation de YAP n’empéche pas in vitro tous les désordres induits par la perturbation
de la voie RASSF/Hippo et s’explique par le fait que les siARN utilisés dans nos travaux
n’inactivent pas I’expression de I’ensemble de ces variants, alors il faudrait s’assurer que les
inhibiteurs de D’activit¢ de YAP actuellement en cours de développement inhibent eux

I’ensemble de ces isoformes. Il pourrait en effet y avoir un phénoméne de compensation entre
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ces isoformes quand seul 1’un des YAP est ciblé par les thérapies anti-YAP/TEAD. Il faut
rappeler que YAP ne participe pas au controle de I’expression de géne en s’associant
uniquement avec TEAD, et les interactions de YAP avec d’autres co-facteurs de transcription

(RUNX2,...) pourraient elles-aussi rendre compte de 1’activité oncogénique de YAP.

Enfin, que I’inactivation de YAP ne soit pas suffisante pour empécher tous les désordres
induits par la perturbation de la voie RASSF/Hippo dans les cellules de lignée bronchiques ou
mésothéliales pourrait également s’expliquer par le fait que YAP peut jouer des roles
contradictoires dans la carcinogenese. En effet si YAP est le plus souvent décrit comme étant
un oncogene, il peut parfois également étre décrit comme ayant des propriétés de gene

suppresseur de tumeur (Bertini et al., 2009; Perra et al., 2014; Wang et al., 2014).

De nombreuses biothérapies ou thérapies ciblées sont utilisées en complément des thérapies
conventionnelles, ou méme en deuxieme/troisieme ligne thérapeutique pour les patients dont
les tumeurs ne répondaient pas aux protocoles habituels. Actuellement, seul YAP est décrit
comme modulant I'efficacité des inhibiteurs ou anticorps thérapeutiques, a l'inverse des
chimiothérapies conventionnelles ou YAP comme TAZ semblent intervenir (Hsu et al., 2016;
Zanconato et al., 2016).

En effet, YAP augmenterait la chimio-sensibilité des cellules de carcinome hépatocellulaire
en modulant p53, les domaines TEAD et WW étant nécessaires pour la fonction de p53
médiée par YAP. De plus, p53 pourrait avoir une rétroaction positive pour contréler

I'expression de YAP via l'interaction avec son promoteur (Bai et al., 2013).

e Bloquer I’action de ’AREG :

Parmi les génes dont la transcription est sous la dépendance de YAP et qui influe le
comportement des cellules mésothéliales tumorales n’exprimant plus MST1 ou RASSF1A
figure donc le gene codant I’ Amphiréguline (AREG). Le niveau d’expression d’AREG reflete
en effet la capacité d’invasion des cellules mésothéliales ce qui en accord avec les données
montrant que la capacité d’invasion est fortement diminuée apres la réduction de 1’expression
de ’AREG dans des cellules de carcinome mammaire (Baillo et al., 2011) et cancéreuses

ovarienne (So et al., 2014).
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Au terme de ce travail, nous avons atteint la plupart de nos objectifs, puisque nous souhaitions

en effet :

1) Identifier de nouveaux biomarqueurs pronostiques du MPM en caractérisant les
anomalies moléculaires de la voie de signalisation RASSF/Hippo chez les 448 patients inclus
dans I’essai clinique MAPS en testant I’influence de ces anomalies sur la survie globale et/ou
la survie sans progression de ces patients. Nous avons démontré que 1’inactivation de
I’expression de la kinase MST1 était un facteur de mauvais pronostic, alors qu’au contraire
I’expression cytoplasmique de I’amphiréguline était un facteur de bon pronostic. Et enfin, en
accords avec les données établit dans la littérature nous avons confirmé que I’expression du
CD44 pouvait étre un outil diagnostique du MPM. Nous ne sommes pas parvenus a identifier
un biomarqueur de la prédictivité de la réponse a la nouvelle stratégie thérapeutique chez les

patients inclus dans cet essai, en l'occurrence le bevacizumab.

2) Comprendre quelles fonctions et signalisations essentielles a 1’homéostasie cellulaire,
auxquelles participe la voie de signalisation RASSF/Hippo, sont perturbées lors du processus
de transformation des cellules mésothéliales. Nous avons démontré que les altérations de la
voie RASSF/Hippo, méme si elles ne présentaient pas le méme degré de criticité, conduisaient
a une activité inappropriée de I’effecteur terminal de la voie Hippo, YAP. Concernant les
patients atteints de MPM et présentant une inactivation de MST1, nous avons ainsi démontré
que le moins bon pronostic de ces patients s’explique par le fait que MST1, en contrdlant 1a
localisation subcellulaire de YAP, controle 1’invasion, la croissance sans adhésion, la
prolifération et 1’apoptose des cellules mésothéliales tumorales. Cette compréhension des
désordres cellulaires consécutifs a 1’inactivation de MST1 fait de YAP une cible
thérapeutique privilégiée chez les patients atteints de MPM, et présentant une altération de la

voie de signalisation RASSF/Hippo.

A I’issue de ce travail, de nombreuses perspectives s’ouvrent a nous :
> Approfondir les conséquences de I’inactivation de MST1
e invivo

Nous montrons pour la premiére fois dans le MPM, que I’expression de la kinase MST1
prédit une meilleure survie de patients, en prévenant 1’accumulation de YAP nucléaire,
empéchant ainsi la dérégulation de la voie Hippo et des processus cellulaires associés (Maille
et al., article en préparation).
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Aucune étude n’ayant a ce jour testée les conséquences de 1’inactivation de MST1 in vivo, il
serait intéressant d’invalider stablement I’expression de MST1 au moyen de shARN ou de la
technologie CRISPR/Cas9 dans des cellules de lignées mésothéliales humaines et d’évaluer la
capacité de ces cellules a former des xénogreffes et/ou des métastases lorsqu’implantées chez

des souris immunodéprimées (SCID).

e invitro

o Dans les processus de migration cellulaire.
Nous pourrions davantage caractériser le type de migration (collective, individuelle,
amiboide) que contrdle la kinase MST1 en suivant en temps réel, le déplacement de
cellules mesothéliales humaines tumorales exprimant ou non cette kinase soit en 2D
soit en 3D (cellules suspendues dans des gouttelettes de collagene de type 1) mais
aussi déterminer si I'expression de la kinase MST1 influence i) les migrations de type
extravasation ou intravasation en réalisant des tests de migration trans-endothéliale et
ii) le comportement des cellules lorsque placées dans un flux (afin de mimer le

transport par la voie sanguine).

o Dans le déroulement du cycle cellulaire.

Nous pourrions également déterminer le réle précis que joue MST1 sur le bon
déroulement du cycle cellulaire. En plus de son role dans la voie Hippo, MST1
participe en effet au bon déroulement de la mitose en contrélant notamment la
duplication des centrosomes (Hergovich et al., 2009) et la ségrégation précise des
chromosomes (Oh et al., 2010) . Les substrats mitotiques de MST1/MST?2 autres que
Mobl et LATS et le mécanisme d'activation de MST1/MST2 pendant la progression
du cycle cellulaire ne sont pas connus et constituent peut-étre les aspects les moins
étudiés de leur régulation dans les cellules de mammiféres (Hergovich et Hemmings,
2012).

Nous pourrions examiner les effets de la déplétion de MST1 sur des événements liés
au cycle cellulaire (cytométrie en flux et IF et/ou WB des différents acteurs du cycle
cellulaire). 1l serait également intéressant de suivre la progression mitotique par
microscopie time-lapse (dans les cellules avec siMST1 et un vecteur couplé avec
GFP-H2B) ou encore la liaison des microtubules aux kinétochores dont la
détérioration conduit a un mauvais alignement des chromosomes (cellules transfectées

avec le vecteur GFP-H2B et le siMST1 puis marquées avec du serum CREST (marque
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les kinétochores) et I'a-tubuline. Ces expériences pourraient étre réalisées en paralléle
en présence ou non du siYAP et/ou TAZ car ils sont tous deux impliqués dans le cycle
cellulaire.

La modification post-traductionnelle de YAP pendant la mitose et le mécanisme qui
contréle la phosphorylation de YAP a différents endroits, constituent aussi un point
d'intérét. YAP et TAZ sont phosphorylés sur plusieurs sites par CDK1 pendant la
phase G2/M (Bui et al., 2016; Dent et al., 2015; Yang et al., 2013, 2015b, 2015c;
Zhao et Yang, 2015; Zhao et al.,, 2014). Cependant, ces événements de
phosphorylation sont plutét complexes et controversés, certaines études montrent que
la phosphorylation de YAP induite par CDK1 pendant la phase G2-M s'est révélee
favoriser la transformation néoplasique en augmentant la migration cellulaire et
Iinvasion (Yang et al., 2013, 2015b), alors que cette phosphorylation pendant le
traitement anti-tubuline a été montré pour induire la mort des cellules cancéreuses
(Zhao et al., 2014). En plus de ses roles dans la transcription, YAP est donc un

régulateur direct de la mitose avec un réle dans la cytokinese (Bui et al., 2016).

Dans le contréle des processus de mort cellulaire programmeée.

I serait intéressant d’étudier les différents acteurs de 1’apoptose et de ’autophagie
auquel participe la kinase MST1 dans le MPM afin de mieux comprendre son réle
dans ses différents processus et ce en présence ou absence de drogues de
chimiothérapie (pemetrexed/cisplatine et/ou bevacizumab). Ce qui permettrai
d’apprécier la réponse des cellules mesothéliales a I’exposition des ces molécules de
chimiothérapie utilisées dans I’essai MAPS. Par exemple évaluer 1’activité/clivage des
caspases, le clivage de Bax, la phosphorylation de Bcl-x1, I’expression et 1’état de
phosphorylation de H2B et des facteurs de transcription FOXO (tous deux sont des
substrats de MST1) ou encore I’expression des inhibiteurs de 1’apoptose et/ou des
proteines pro-apoptotiques.

En ce qui concerne I’autophagie, nous pourrions cibler LC3 et Beclinl tous deux
régulés par MST1 (Maejima et al., 2013; Wilkinson et al., 2015) mais aussi Atg5, car
ces trois protéines reflétent la formation des pré-autophagosomes. Comprendre les
signaux qui régulent I'activation de tous ces programmes de mort cellulaire par MST1
et/ou I’influence de celle-ci sur la réponse aux drogues de chimiothérapie pourrait
avoir un impact majeur sur le traitement du MPM, mais également de différentes

pathologies.
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> Tester si YAP peut étre une cible thérapeutique potentielle chez les patients atteints
de MPM

Nous montrons que I’augmentation de YAP nucléaire en absence de MST1 pourrait expliquer
la moins bonne survie des patients atteints de MPM avec un phénotype plus « agressif » des
cellules mésothéliales (Maille et al., article en préparation) et ce en accord avec les données
de la littérature (Wang et al., 2016b; Woodard et al., 2017; Zhang et al., 2017). 1l convient de
continuer de disséquer le rdle de YAP dans les processus oncogénique, il sera donc intéressant
dans plusieurs lignées mésothéliales de tester 1’exposition aux inhibiteurs de YAP en présence
ou absence de MST1 et/ou YAP, tels que la verteporfine (Wang et al., 2016b) ou le VGLL4
connue pour empécher l’interaction YAP-TEAD et regarder I’impact de ses drogues
notamment au niveau de 1’invasion cellulaire.

En plus des 4 lignées mésothéliales que nous avons déja a notre disposition, il est
indispensable d’en acquérir de nouvelles pour constituer un panel conséquent de modéles
cellulaires et ainsi avoir une puissance de résultats suffisante pour étudier les conséquences de
la perte d’expression de YAP en présence ou non de MST1.

En plus du type histologique, les récentes données expérimentales sur la base d’analyses de
mutations sur des géenes suppresseurs de tumeurs, de profil d’expression des génes,
d’activation de voies de signal et de régulation épigénétique, révelent une plus grande
variabilité du MPM (Bonelli et al., 2017b; Bueno et al., 2016; De Reyniés et al., 2014; De
Rienzo et al., 2016; Hysi et al., 2014; Jean et al., 2012; Miyanaga et al., 2015; Tranchant et
al., 2017). Les échecs thérapeutiques et la variabilit¢ de survie des patients pourraient
s’expliquer par cette diversité. Dans ce contexte, il est alors nécessaire de disposer d’une
connaissance précise des caractéristiques moléculaires individuelles des MPM.

Ainsi, I’ensemble de ces données justifie de définir une nouvelle classification de la diversité
biologique du MPM, notamment au niveau moléculaire qui s’ajouterait a la classification
histologique. De nouveaux espoirs de traitements, apparaissent, du fait de 1’émergence de
nouvelles therapies ciblées, mieux adaptées aux caractéristiques spécifiques de chaque

tumeur.
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» Comprendre D’apparente contradiction entre P’influence de I’expression de

I’amphiréguline sur la survie de patients atteints de MPM et les données in vitro

L’AREG joue trés certainement un role dans la carcinogenése pleurale, mais il nous faudra
d’abord tester les différentes hypothéses concernant sa maturation et/ou son état d’activité
énuméreées dans la partie 111.B de ce manuscrit (section résultats), pour tenter d’expliquer cette
contradiction entre les données cliniques et cellulaires. Le travail réalisé sur I’AREG au cours
de cette thése est le moins aboutit, mais permettra par la suite d’approfondir les résultats déja

obtenus sur cette partie pour aboutir in fine a un article.

En effet, nos premiéres données in cell, confirme le role probable de ’AREG dans la
carcinogenese pleurale et permettent ainsi de nous poser certaines questions sur leur
contradiction avec les données cliniques auxquelles nous tacherons de répondre par la suite.
Nous ne pouvons pour I’instant que formuler des hypothéses pour expliquer pourquoi
I’expression d’AREG cytosolique des cellules tumorales mésothéliales est un facteur de bon
pronostic chez les patients atteints de MPM alors que I’AREG est en faveur de la migration
cellulaire et de la prolifération.

Ces hypothéses sont autant de perspectives pour la suite de ce travail, il serait par exemple,
intéressant de vérifier nos théories et tester ’hypothése d’un défaut de clivage de I’ AREG
dans les cellules mésothéliales tumorales en quantifiant par zymmographie 1’activité des
TACE. En déterminant si les cellules des lignées mésothéliales a notre disposition sont
porteuses de la mutation Cys600, mutation inactivatrice de TACE (les prélevements tumoraux
des patients inclus dans 1’essai MAPS étant trop entamés pour permettre une nouvelle
extraction d’ADN), ou encore en quantifiant I’expression de la métalloprotéase NRDc et de
ses pro-protéines convertases (PC).
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(Structure d’accueil) les 27 premier mois et au sein de I'unité ISTCT FRE2001 - CNRS-CEA-Normandie
Université- Equipe Cervoxy les 8 derniers mois de thése.

Sujet : Place de la signalisation Hippo dans I'histoire naturelle du Mésothéliome Pleural Malin
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contrat INSERM (octobre 2014 - décembre2017).
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bronchique humaine (HBEC-3) immortalisée.
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Encadrant : Dr Hélene Bouraima
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Encadrement:

- Master 2 (Solenn Brosseau) pendant 10 mois (formation aux techniques et exploitation des résultats)
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- Présentation affichée au 19" Journée de I’école doctorale NBISE
- Intervention dans des colléges/lycées pour la féte de la Science 2014
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patients with malignant mesothelioma: Bio-MAPS cohort (Article soumis a Annals of oncology).
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mésothéliome pleural malin (MPM) : Etude bio-MAPS. Journée normande de recherche biomédicale
(JNRb), Caen le 14 novembre 2017.

Maille E., Brosseau S., Pham A-D., Creveuil C., Danel C., Bergot E., Levallet G., Zalcman G. Expression du
CD44, de I'amphiréguline et du CD34 chez 448 patients atteints de mésothéliome pleural malin (MPM):
Etude bio-MAPS. 9°™ Journées du Cancéropole Nord-Ouest, Deauville du 18-20 mai 2016. Obtention d’'une
Bourse de voyage.

Dubois F., Keller M., Maille E., Elie N., Galas L., Bénard M., Zalcman G., Levallet G. Etude de la formation de
jonctions communicantes longue distance (nanotubes) entre cellules de lignées épithéliales bronchiques
humaines. 21éme Journées du College des Histologistes, Embryologistes et Cytologistes, Toulouse 17-20
Mars 2016.

Chevalier E., Brosseau S., Levallet G., Zalcman G. Des taux élevés de CD44 standard et d’amphiréguline
refletent I'agressivité des cellules de lignées de mésothéliome pleural malin. 19°™ Journée de I'école
doctorale NBISE, Caen les 10 et 11 mars 2016.

Chevalier E., Brosseau S., Levallet G., Zalcman G. Des taux élevés de CD44 standard et d’amphiréguline
reflétent I'agressivité des cellules de lignées de mésothéliome pleural malin. 8°™ Journées du Cancéropole
Nord-Ouest, Deauville du 10-12 juin 2015 (Bourse de voyage) et 6°™ Journées de la Recherche du CHU de
Caen le 2015.

Brosseau S., Pham A-D., Chevalier E., Creveuil C., Morin F., Levallet G., Zalcman G. Les hyperméthylations
des promoteurs de RASSF2A et MST1 sont-elles des marqueurs pronostiques du mésothéliome pleural
malin? 8°™¢ Journées du Cancéropole Nord-Ouest, Deauville du 10-12 juin 2015.

Brosseau S., Chevalier E., Pham A-D., Creveuil C., Morin F., Levallet G., Zalcman G. La kinase MST1: un
biomarqueur pronostique du mésothéliome pleural malin (MPM)? 11°™ Journées de recherche respiratoire
(J2R), Dijon les 9-10 octobre 2015.






Keller M., Hergovich A., Dubois F., Chevalier E., Zalcman G., Levallet G. Les kinases pro-apoptotiques
NDR1/2 sont nécessaires a la motilité des cellules de lignées épithéliales bronchiques humaines dépourvues
de RASSF1A. 20eme Journées du Collége des Histologistes, Embryologistes et Cytologistes, Paris du 12-14
mars 2015.

Brosseau S., Chevalier E., Pham A-D., Creveuil C., Morin F., Levallet G., Zalcman G. MST1 et RASSF2A,

biomarqueurs pronostiques potentiels du mesotheliome pleural malin (MPM)? 20°™ Congrés de
pneumologie de langue frangaise (CPLF) — Lille 29-31 janvier 2016.

Chevalier E., Houllier L., Levallet J., Levallet G., Zalcman G. H2052, H2452, H28, MSTO-221H, MET-5A :
quel(s) modele(s) choisir pour mieux comprendre I'histoire naturelle du mésothéliome pleurale malin
(MPM)? 7°™ Journées du Cancéropole Nord-Ouest, Deauville du 14-16 mai 2014. Obtention d’une Bourse
de voyage.

Keller M., Levallet G., Dubois F., Chevalier E., Zalcman G. Yap/Taz: Etude du différentiel des effecteurs
terminaux de la voie de signalisation Hippo chez 'lhomme. 7°™ Journées du Cancéropole Nord-Ouest,
Deauville du 14-16 mai 2014.
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Culture cellulaire et bactérienne

Biologie cellulaire : Transfection cellulaire, Test d'invasion, Migration, d'adhésion, d'apoptose, de

prolifération, de croissance en agar et culture sphéroide (nucléonsphéra, BD®).

Biologie moléculaire : Immunofluorescence et Microscopie confocale, Immunohistochimie, ELISA,
extraction ARN, ADN et protéique, Western-Blot, RT-qPCR.

Formations

- Formation a la communication scientifique de relais d’sciences (Atelier du chercheur) avec 2 jours
d'intervention lors de la Féte de la Science dans des colleges et lycées, afin de présenter notre sujet de
thése.

- Formations mutualisées de I’école doctorale NBISE, Université de Caen Basse-Normandie.
» Formation a la mission d’enseignement.
> Initiation au logiciel de gestion des références bibliographiques Zotero.
» Formation Préparation a la recherche d’emploi : De la thése a I'emploi : insertion professionnelle
des docteurs.
» Formation Carriéres et management : Théorie des organisations
> Formation avancées WORD : Régles et techniques de rédaction, création et structuration de

documents scientifiques (theses, articles, posters).



RESUME : Le mésothéliome pleural malin (MPM) est une tumeur primitive de la plevre, rare, trés
agressive, avec un pronostic sombre. Nous avons souhaité au cours de ce travail de theése, identifier de
nouveaux biomarqueurs du MPM en testant l'influence de l'inactivation des membres de la famille
RASSF/Hippo sur la survie des 448 patients inclus dans I'essai clinique MAPS (IFCT-GFPC-0701). Nous
souhaitions également comprendre quelles fonctions et signalisations essentielles a I'homéostasie
cellulaire, auxquelles participe la voie de signalisation RASSF/Hippo, sont perturbées lors du processus
de transformation des cellules mésothéliales. L'inactivation des membres de la voie a été étudiée par
PCR spécifique de méthylation (MS-PCR) et leur influence sur la survie des 448 patients inclus dans
I’essai clinique MAPS testée en analyse uni- et multivariée avant d’étre validée par boostrap. D’autre
part, nous avons mimé in cell, I'inactivation par ARN interférence de plusieurs membres de la voie
Hippo dans des cellules de lignées mésothéliales humaines (MSTO-211H, H2452, H28 et H2052). Nous
avons pu identifier plusieurs biomarqueurs du MPM : i) la kinase MST1 dont I'inactivation est un facteur
de mauvais pronostic, ii) 'amphiréguline dont I'expression cytoplasmique est au contraire un facteur de
bon pronostic et enfin iii) le CD44 dont I'expression élevée constitue un outil diagnostique du MPM. Les
approches in cell, nous ont permis de démontrer que les altérations de la voie RASSF/Hippo induisent
une activité inappropriée de |'effecteur terminal YAP : le moins bon pronostic des patients présentant
une inactivation de MST1 s’explique ainsi par le fait qu’en régulant I'activité de YAP, MST1 controle la
balance apoptose/prolifération et prévient I'invasion et la croissance sans adhésion. En son absence,
ces processus cellulaires sont dérégulés. Ce travail démontre [I'importance de [I'axe
CD44/RASSF1A/MST1 dans le contrdle d’une activité appropriée de YAP et de ’homéostasie des cellules
mésothéliales. La compréhension des désordres cellulaires induits par la dérégulation de le voie
RASSF/Hippo, désigne YAP comme cible thérapeutique potentielle chez les patients atteints de MPM et
présentant des altérations de cette voie de signalisation.

Mots clés : Mesothéliome pleural malin, MAPS, MST1, YAP, RASSF, Amphiréguline

ABSTRACT : Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a rare, very aggressive, primary tumor with a
poor prognosis. During this thesis, we wanted to identify new biomarkers of MPM by testing the
influence of the RASSF/Hippo pathway inactivation on the survival of the 448 patients included in the
clinical trial MAPS (IFCT- GFPC-0701). We also wanted to understand which functions and signals
essential to cellular homeostasis, linked to RASSF/Hippo signaling pathway, are disturbed during the
mesothelial cell transformation process. Inactivation of RASSF/Hippo members was studied by
methylation-specific PCR (MS-PCR) and their influence on the survival of the 448 patients included in
the MAPS clinical trial tested in uni- and multivariate analysis before being validated by bootstrap. We
also mimed in cell, by RNA interference, several members of the Hippo pathway inactivation in human
mesothelial cells lines (MSTO-211H, H2452, H28 and H2052). We have identified several biomarkers of
MPM: i) MST1 kinase whose inactivation is a factor of poor prognosis, ii) amphiregulin whose
cytoplasmic expression is on the contrary a factor of good prognosis and finally iii) CD44 whose high
expression is a diagnostic tool for MPM. In cell we demonstrate that RASSF/Hippo pathway alterations
induce an inappropriate activity of YAP, one Hippo end effector: the poorer prognosis of patients with
inactivation of MST1 is thus explained by the fact that, by regulating YAP activity, MST1 controls the
apoptosis/proliferation balance and prevents invasion and growth without adhesion from mesothelial
cells. In its absence, these cellular processes are deregulated. This work finally demonstrates the
importance of the CD44/RASSF1A/MST1 axis in controlling appropriate YAP activity and mesothelial cell
homeostasis. The understanding of the cellular disorders induced by the of the RASSF/Hippo pathway
deregulation designates YAP as a potential therapeutic target in patients with MPM and presenting
alterations of this signaling pathway.

Keywords : Malignant pleural mesothelioma, MAPS, MST1, YAP, RASSF, Amphiregulin
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