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Hétérogénéité moléculaire des mésothéliomes
pleuraux malins

Molecular heterogeneity of malignant pleural mesotheliomas

Résumé

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer majoritairement d'origine
professionnelle, lié le plus souvent a une exposition a I'amiante. Le pronostic du MPM est
sombre avec une médiane de survie courte, car ce cancer est tres agressif et les thérapies
conventionnelles anti-cancéreuses sont peu efficaces. Comme pour d’autres types de
cancer, les données cliniques, histologiques et moléculaires suggerent I'existence d’une
hétérogénéité tumorale entre les patients. Il est donc urgent de développer de nouvelles
thérapies qui prennent en compte cette hétérogénéité et les caractéristiques moléculaires
des MPM, notamment en identifiant de nouveaux agents anti-cancéreux ciblant les
spécificités moléculaires de chaque MPM.

Le MPM est caractérisé par de nombreuses altérations moléculaires au niveau
chromosomique, génétique et épigénétique. Une classification moléculaire sur la base du
profil d’expression génique a défini deux groupes tumoraux C1 et C2 et, plus récemment,
guatre groupes. En couplant analyse génétique et transcriptomique, un sous-groupe tumoral
C2™ du groupe C2 a été identifié et caractérisé. Outre |'hétérogénéité entre les tumeurs des
patients, de nombreuses évidences supportent également I'existence d’une hétérogénéité
intra-tumorale.

La plupart des stratégies thérapeutiques prenant en compte les caractéristiques
moléculaires de la tumeur ont proposé des thérapies ciblées visant les genes présentant des
mutations. |l pourrait étre plus judicieux de cibler des groupes tumoraux mieux définis, en
intégrant plusieurs types d’altérations moléculaires, comme cela a été proposé pour le sous-
groupe C2™. Une définition robuste de groupes homogénes de tumeurs partageant des
caractéristiques moléculaires communes est nécessaire au développement d’une médecine
de précision efficace pour le MPM.

Mots clés

Cancer thoracique
Mésothéliome Pleural Malin
Altération moléculaire
Hétérogénéité tumorale
Génomique

Médecine de précision
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Abstract

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is predominantly an occupational cancer, most
often linked to asbestos exposure. MPM prognosis is poor with a short survival median, due
to the aggressiveness of tumour cells and the weak efficiency of conventional anti-cancer
therapies. Clinical, histological, and molecular data suggest tumour heterogeneity between
patients as it was also shown for other cancer types. Consequently, there is an urgent need
to develop new therapies that take into account this heterogeneity and the molecular
characteristics of MPM, in particular by identifying new anti-cancer drugs targeting the
molecular specificities of each MPM.

MPM is characterized by numerous molecular alterations at the chromosomal, genetic
and epigenetic levels. Molecular classification based on gene expression profile has firstly
defined two tumour groups, C1 and C2, and more recently, four groups. By integrating
genetic and transcriptomic analysis, a C2™ tumour subgroup of the C2 group has been
identified and characterized. In addition to tumour heterogeneity between patients, intra-
tumour heterogeneity is supported by several evidences.

Most therapeutic strategies that take into account the tumour molecular characteristics
have focused on target therapies based on mutated genes. A more appropriate strategy
would be to consider better-defined tumour groups on the basis of several molecular
alterations types as it has been proposed for the C2'V subgroup. A robust definition of
homogeneous tumour groups sharing common molecular characteristics is necessary for the
development of effective precision medicine for MPM.

Keywords

Thoracic Cancer

Malignant pleural mesothelioma
Molecular alteration

Tumour heterogeneity

Genomic

Precision medicine
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Introduction

La forme la plus fréquente du mésothéliome, le mésothéliome pleural malin (MPM), est
une tumeur affectant la plévre, le revétement tapissant l'intérieur de la cavité thoracique.
Elle représente environ 80% des cas de mésothéliome, les autres formes, par ordre
d‘incidence étant le mésothéliome péritonéal, le mésothéliome péricardique et le
mésothéliome de la tunique vaginale testiculaire (tunica vaginalis testis). Cette tumeur fait
partie des cancers rares de I'adulte avec environ 800-1000 cas par an en France. L'amiante
est le facteur de risque principal pour la survenue d’'un MPM; une exposition des patients a
cette fibre minérale naturelle est mise en évidence dans environ 85 % des cas [1]. Le MPM
est un cancer majoritairement d'origine professionnelle. En effet, une exposition
professionnelle a I'amiante est retrouvée dans la plupart des cas, méme si certains patients
ne présentent que des expositions domestiques ou environnementales. Malgré I'arrét de
I'utilisation de I'amiante dans les pays occidentaux (interdiction en 1997 pour la France), le
MPM reste un probléme de santé publique majeur [2]. Tout d'abord, I'amiante est encore
présente dans de nombreux batiments a cause de son utilisation intensive due a ses
nombreuses  propriétés physico-chimiques, notamment en terme d’isolation.
Deuxiémement, la tumeur est généralement diagnostiquée 20 a 40 ans aprés la premiere
exposition a I'amiante, et enfin le risque de MPM n’est pas modifié par le délai apres
I’exposition expliquant la persistance actuelle du MPM en Europe [3]. Enfin, plusieurs autres
facteurs de risque ou cofacteurs, avérés ou potentiels, ont été mentionnés: fibres minérales
naturelles d’érionite ou de fluoro-édénite, radiations ionisantes, virus SV40 d’apres des
études épidémiologiques chez I'Homme ; fibres minérales artificielles et nanotubes de
carbone d’aprés des données expérimentales obtenues chez I'animal [4]. De plus, I'impact
des co-expositions reste sous-évalué [5]. Ainsi, une étude a récemment suggéré une
augmentation du risque de MPM dans le cas de co-exposition a I'amiante et a la laine
minérale [6].

Le MPM reste, a ce jour, un cancer incurable d’'une extréme gravité. Les patients ont
une médiane de survie courte, comprise entre 9 et 17 mois, notamment du fait d’'un
diagnostic porté tardivement, de la forte agressivit¢ du MPM et de l'inefficacité des
traitements anti-tumoraux conventionnels : chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie [7, 8].
Jusqu’a récemment, les essais cliniques, utilisant des thérapies anti-cancéreuses non
conventionnelles telles que les thérapies ciblées ou I'immunothérapie, ont donné peu de
résultats significatifs dans le traitement des patients [9, 10]. Les raisons de ces échecs
peuvent aussi étre dues au fait que ces essais cliniques ont été le plus souvent sélectionnés
sur la base de leur efficacité sur d’autres types de cancer plutdt que sur les connaissances de
la carcinogenése mésothéliale. Récemment, un essai clinique a montré une augmentation de
la survie globale de trois mois par adjonction de Bévacizumab a la chimiothérapie classique
de 1°° lighe (pemetrexed plus cisplatine) [11]. Des résultats encourageants ont également
été présentés 3 ’ASCO en 2017 avec I'association nivolumab et ipilimumab en 2"% et 3™
ligne, deux inhibiteurs des points de contréle immunitaire PD1 et CTLA-4, respectivement
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[12]. Il faut noter que la plupart des essais cliniques n’ont pas pris en compte I’hétérogénéité
de la tumeur et n’ont pas sélectionné les patients selon les caractéristiques moléculaires de
leur tumeur.

L’évolution de notre connaissance de la pathologie tumorale nous enseigne que les
tumeurs présentent, pour un type de cancer donné, des spécificités moléculaires propres a
chaque patient et le MPM n’échappe pas a cette regle. La classification actuelle du MPM
repose sur I'histologie qui définit trois types majeurs de MPM : épithélioide (MME),
sarcomatoide (MMS) et biphasique (MMB). La médiane de survie des patients est différente
selon ces types histologiques: les MPM sarcomatoides ont un trés mauvais pronostic alors
qgue celui des MPM épithélioides est meilleur. Cependant, cette classification ne reflete pas
totalement I’'hétérogénéité de cette tumeur, observée tant au niveau moléculaire que
clinique. Il faut cependant noter que des sous-types histologiques, a I'intérieur notamment
des MPM épithélioides, ont été définis pour mieux prendre en compte cette hétérogénéité
[13]. Ainsi, les études moléculaires génomiques ou transcriptomiques a grande échelle ont
mis en évidence une hétérogénéité des MPM au niveau moléculaire qui dépasse cette
classification histologique [14]. La comparaison des essais cliniques a aussi mis en avant
cette diversité au niveau de la sensibilité aux agents anti-cancéreux et du pronostic des
patients [15, 16]. Cette hétérogénéité peut, d’ailleurs, expliquer la difficulté a définir un
biomarqueur unique et spécifique pour le MPM [17]. Il est donc important de prendre en
compte la diversité moléculaire et clinique des MPM et de les classer en définissant des
groupes ou sous-groupes tumoraux. La connaissance des caractéristiques moléculaires de
chaque groupe tumoral de MPM (biomarqueur et/ou voies associées a la transformation
néoplasique des cellules mésothéliales) sera un atout majeur pour orienter le choix
thérapeutique.

Hétérogénéité moléculaire entre les tumeurs

L’hétérogénéité du MPM est liée a la présence de nombreuses altérations moléculaires
au niveau chromosomique, génétique et épigénétique qui conduisent a la dérégulation de
I’expression de plusieurs genes et de I'activité de plusieurs voies de signalisation. Nous allons
décrire ces altérations en mettant en avant les spécificités du MPM par rapport aux autres
cancers.

Altérations chromosomiques

Les altérations chromosomiques dans le MPM ont été initialement caractérisées par
cytogénétique et ensuite par des analyses génomiques a grande échelle. L'ensemble de ces
études a mis en évidence qu’une des caractéristiques du MPM est le nombre important des
modifications a la fois numéraires et structurales des chromosomes. En effet, les cellules
tumorales de MPM présentent une aneuploidie, de nombreuses translocations sans qu’une
seule ait été montrée comme récurrente et des pertes et gains de régions chromosomiques.
Les pertes sont d’ailleurs beaucoup plus fréquentes que les gains et touchent principalement
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les régions 9p, 3p et 22q, régions contenant les loci des principaux genes suppresseurs de
tumeur altérés dans le MPM, CDKN2A, BAP1 et NF2 respectivement [14]. Cette forte
fréquence d’altération chromosomique peut étre mise en relation avec les mécanismes de
carcinogénese de I'amiante. En effet, les fibres d’amiante sont génotoxiques, notamment
par leurs interactions physiques avec la machinerie mitotique et la génération d’espéces
réactives de I'azote et de I'oxygene [18].

Bien que plusieurs régions chromosomiques perdues soient récurrentes entre les MPM,
notamment les trois cités précédemment, on observe une forte hétérogénéité entre les
MPM. Chaque tumeur présente en effet des altérations qui lui sont propres en ce qui
concerne les chromosomes affectés ainsi que la taille des régions chromosomiques délétées.
Ce dernier point est illustré dans la figure 1 avec les délétions chromosomiques en 9p21 que
nous avons mises en évidence dans notre collection de lignées primaires de MPM. Les
délétions sont centrées autour du locus contenant le gene CDKN2A, mais s’étendent plus ou
moins aux genes environnants. Le géne CDKN2A est un gene suppresseur de tumeur qui
INK4A et p14ARF

fréquemment perdu par délétion bi-allélique dans le MPM. Il en est de méme pour les

code pour deux régulateurs du cycle cellulaire, p16 et dont le locus est
délétions sur le chromosome 3p21, qui contient les loci de plusieurs génes suppresseurs de
tumeur, oU chaque tumeur présente plusieurs petites délétions non contigués [19].
Certaines des régions chromosomiques perdues peuvent étre reliées a I'étiologie du MPM.
Ainsi, les pertes dans la région 14q ne sont retrouvées que chez les patients exposés a
I'amiante (cf. figure 1) et sont également présentes dans les régions chromosomiques
synténiques des mésothéliomes murins qui sont issus d’une exposition a des fibres
minérales [20]. Ce lien entre perte en 14q et exposition a 'amiante, ainsi qu’avec d’autres
anomalies chromosomiques, a été confirmés dans une étude plus récente [21].

Altérations génétiques

Les premiéres études génétiques, conduites essentiellement par séquencage en utilisant
la méthode de Sanger, ont mis en évidence que la principale caractéristique des MPM est la
présence de mutations somatiques dans des génes suppresseurs de tumeurs [4].
L'avenement des méthodes de séquencage de nouvelle génération (Next Generation
Sequencing ou NGS) a permis de confirmer cette observation initiale et a mis en évidence
gu’a linverse des altérations chromosomiques, le MPM présentait peu de mutations
ponctuelles en comparaison a d’autres cancers [22]. L'inactivation des génes par des grandes
délétions bialléliques plutdt que par des substitutions d’acides nucléiques est une autre des
caractéristiques du MPM en lien certainement avec son étiologie. Cependant, une
comparaison des altérations génétiques entre le MPM et le cancer du poumon, chez des
patients exposés ou non a I'amiante, montre que la nature des génes mutés est plus
spécifique du type cellulaire que de leur facteur étiologique commun [23].

Les plus fortes fréquences d’altérations génétiques sont retrouvées dans les génes
suppresseurs de tumeur CDKN2A (40%), BAP1 (23%) et NF2 (16%) (COSMIC v81,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). BAP1 code pour une déubiquitinase nucléaire impliquée
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dans de multiple processus biologiques comme la régulation de la transcription et le
remodelage de la chromatine. NF2 code pour la protéine multifonctionnelle merlin (Moesin-
ezrin-radixin-like protein) qui appartient a la famille des protéines du cytosquelette ERM
(Ezrin-radixin-moesin) et qui est fortement impliquée dans le développement de tumeurs du
systeme nerveux (schwannomes et méningiomes). Il a été montré, pour ces trois génes, que
leur inactivation dans un modeéle murin favorisait la formation de mésothéliome aprés
exposition a I'amiante, montrant qu’il s’agit de génes « driver » de la carcinogénese
mésothéliale [24-26]. D’autres génes suppresseurs de tumeur sont mutés a des fréquences
moindres dans le MPM tels que TP53 (12%) (CosmIC v8l,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) ou LATS2 (10%) [27]. Contrairement a d’autres cancers,

tres peu d’oncogénes ont été décrits comme mutés dans le MPM. Récemment, des
mutations oncogéniques récurrentes dans le MPM au niveau du promoteur de TERT (15%)
ont été identifiées [28]. Ces mutations sont impliquées dans la surexpression de ce gene
codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase dans le MPM et sont fortement
associées au sous-type histologique sarcomatoide. Cette derniere association suggere qu’il
existe différents mécanismes moléculaires de transformation néoplasique des cellules
mésothéliales selon les sous-types histologiques.

Les données de séquencage soulignent également la complexité des profils d’altération
génétique des MPM. Cette complexité est illustrée dans la figure 2 qui présente I'ensemble
des résultats de séquencage obtenus par la méthode de Sanger, sur notre collection de
lignées de MPM [20, 23, 27-29]. L'analyse des altérations génétiques dans les génes les plus
fréqguemment mutés montre que chaque tumeur présente un nombre variable de génes
mutés, avec des combinaisons variées. De plus, la prise en compte des données de NGS
complexifie encore davantage le paysage génétique des MPM, en identifiant une multitude
de génes qui ne sont retrouvés altérés par des mutations ponctuelles que dans un faible
pourcentage de tumeurs. Ces données mettent également en évidence d’autres mécanismes
d’altération de génes. En effet, de nombreuses fusions de genes sont observées ainsi que
des épissages aberrants du transcrit [22]. Il est donc difficile d’établir une classification
moléculaire des tumeurs uniqguement sur la base des altérations génétiques des MPM.

Altérations épigénétiques

Les mécanismes de régulation épigénétique jouent également un role essentiel dans la
carcinogénése mésothéliale. Les expressions de nombreux genes, notamment des génes ou
des miRNAs ayant des fonctions suppresseur de tumeur, sont régulées par méthylation de
I’ADN génomique dans le MPM [30]. Les analyses de méthylome par micro-array de larges
séries de prélevements tumoraux ont démontré que les MPM présentaient des profils de
méthylation spécifiqgue en comparaison a la plévre normale ou aux adénocarcinomes
pulmonaires. Elles ont également mis en évidence qu’il existait une diversité des profils de
méthylation entre les MPM. Des groupes de MPM ont été définis sur la base de ces profils
ou sur la densité de méthylation qui pouvaient étre liés a I'exposition a 'amiante et avoir un
intérét pronostic [31, 32].
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Les MPM présentent une dérégulation globale de I'expression des miRNA. Cela peut
étre d0 au fait que leurs loci sont souvent localisés sur des régions fragiles de I’ADN
génomique, régions souvent impliquées dans des remaniements chromosomiques, a des
mécanismes épigénétiques et a des altérations dans leur biogénese. Plusieurs études ont
montré I'implication de miRNA dans la carcinogénése mésothéliale et ont étudié, dans le
cadre d’étude a grande échelle de miRNome, leur utilité en tant que biomarqueur
diagnostique ou pronostique, mettant en évidence un panel d’expression des miRNA
différents entre les MPM [33]. Des miRNAs spécifiques des différents types histologiques des
MPM ont d’ailleurs été mis en évidence [34]. Mais, a ce jour, aucune étude de miRNome ne
s’est intéressée a définir les différences d’expression de miRNA entre des sous-groupes de
MPM en dehors des types histologiques.

Classification moléculaire

L’étude de I'expression génique est un outil intéressant pour établir une classification
des tumeurs en groupes moléculaires. En effet, le niveau d’expression des génes résulte de
I'ensemble des altérations chromosomiques, génétiques et épigénétiques décrites
précédemment et en sont donc le reflet. Dans d’autres types de cancer, la plupart des
classifications moléculaires proposées découlent d’études transcriptomiques. La prise en
compte d’autres altérations moléculaires peut également permettre d’affiner cette
classification en définissant des sous-groupes moléculaires a I'intérieur des groupes.

Classification basée sur le profil d’expression génique

Les études transcriptomiques sur le MPM sont assez nombreuses, elles se sont surtout
focalisées sur la comparaison entre les tissus tumoraux et les tissus sains (plévre), les sous-
types histologiques ou sur la comparaison entre le MPM et d’autres tumeurs envahissant ou
métastasant au niveau de la plévre, principalement I'adénocarcinome du poumon [4]. La
plupart des études ne se sont donc pas intéressées a I'hétérogénéité moléculaire des MPM.
Jusgqu’a récemment, seules deux études avaient classé les MPM en des groupes tumoraux
selon leur profil d’expression génique, mais sur des petites séries de MPM [35, 36].

Nous avons effectué une analyse transcriptomique par micro-array sur 38 MPM en
culture de notre collection. Une clusterisation hiérarchisée, non supervisée a permis de
classer les MPM selon leur profil d’expression transcriptomique en deux groupes tumoraux :
C1 et C2. La clusterisation repose sur un consensus de 24 différentes méthodes de clustering
permettant d’obtenir des groupes tumoraux trés robustes. Ces groupes sont d’ailleurs
retrouvés en utilisant une autre approche, I'analyse en composantes principales. Cette
classification est liée au sous-type histologique et a la survie. L'ensemble des MPM de sous-
type histologique sarcomatoide est regroupé en C2 alors que les MPM de sous-type
histologique épithélioide se partagent entre les deux groupes. Les MPM du groupe C2 ont un
plus mauvais pronostic méme en ne prenant en compte que les MPM épithélioides. Un des
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points forts de notre classification est donc de séparer les MPM épithélioides en deux
groupes C1 et C2 avec des survies différentes (cf. figure 3). Une quarantaine de génes, dont
I’expression est discriminante entre les deux sous-groupes tumoraux, a été analysée par RT-
gPCR et ont permis de définir un prédicteur composé de trois genes (PPL, UPK3B et TFPI)
permettant de classer les MPM entre ces deux sous-groupes tumoraux. Cette classification a
été validée par RT-gPCR sur 29 MPM en culture supplémentaires et 108 prélevements
tumoraux congelés indépendants. Une validation a également été réalisée sur les données
transcriptomiques des bases de données publiques disponibles pour le MPM. Au niveau
moléculaire, les MPM du sous-groupe C1 présentent globalement un plus fort taux de
mutations dans les génes analysés, et les mutations dans le géne BAP1 y sont
significativement plus fréquentes. L'analyse des voies de signal dérégulées entre les deux
groupes tumoraux montre une orientation du groupe C2 dans la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), en accord avec la présence des MPM sarcomatoides dans ce
groupe (cf. figure 3). Nous avons confirmé les phénotypes plus épithéliaux des MPM du
groupe C1 et les phénotypes plus mésenchymateux des MPM du groupe C2 en étudiant
I’expression d’une dizaine de marqueurs de 'EMT par RT-qPCR et en analysant I'expression
protéique de I'E-cadherine par western blot et par immunohistochimie [29].

Plus récemment, une étude transcriptomique par RNA-Seq sur 211 prélévements
tumoraux congelés a défini 4 groupes de MPM appelés Epithéloide, Biphasique-E,
Biphasique-S et Sarcomatoide. Comme le nom des groupes l'indique, cette classification est
étroitement liée au type histologique et plus particulierement au pourcentage de cellules
sarcomatoides dans I’échantillon. Les groupes Epithélioide et Sarcomatoide ont une
histologie pure, alors que les MPM des groupes Biphasique-E et Biphasique-S sont
caractérisés respectivement, par un faible et fort pourcentage en cellules sarcomatoides. Il
faut cependant noter que cette association a été renforcée aprés réévaluation du contenu
en cellules sarcomatoides des préléevements tumoraux par un anatomopathologiste qui a
reclassé différemment ces tumeurs en comparaison a la classification initiale réalisée lors du
diagnostic. Ainsi, des tumeurs classées initialement dans le type histologique épithélioide se
retrouvent dans les groupes Biphasique-S et Sarcomatoide. Au niveau clinique, le groupe
Epithélioide se différencie des trois autres par un meilleur pronostic. Au niveau moléculaire,
les mutations dans le géne TP53 sont absentes dans le groupe Epithélioide, suggérant que
les mutations de ce géne correspondent a des tumeurs plus agressives [22]. Des expériences
préliminaires dans notre laboratoire suggérent que cette classification en quatre groupes
correspond a une subdivision des groupes C1 et C2.

Classification basée sur des analyses NGS ou « omiques » intégrées

Peu d’études ont intégré, sur la méme série de prélévements tumoraux de MPM,
plusieurs analyses moléculaires a haut-débit tels que les analyses NGS ou les autres
technologies omiques (génomique, épigénomique, transcriptomique, protéomique...). En
2010, une étude a comparé les altérations dans le nombre de copie de génes déterminées
par SNP-array et les données épigénétiques de méthylome. Cette étude a mis en évidence
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une forte association entre les altérations du nombre de copie de genes et la dérégulation
épigénétique, sans qu’il y ait de conséquence directe sur l'inactivation individuelle de gene,
mais ne s’est pas intéressé a I'hétérogénéité entre les MPM [37]. Les études récentes ont
couplé analyse du profil mutationnel avec analyse transcriptomique permettant notamment
de lier les mutations dans le géne BAP1 ou TP53 a des groupes moléculaires, comme évoqué
précédemment [22, 29].

En couplant analyse génétique et transcriptomique, nous avons également identifié un
sous-groupe dans le groupe moléculaire C2. En effet, les MPM de ce sous-groupe C2"" sont
caractérisés par une double mutation inactivatrice dans les génes suppresseurs de tumeur
NF2 et LATS2, et partagent un profil d’expression génique trés proche. En effet, dans notre
collection de MPM en culture, 5/7 mutants LATS2 (fréquence de mutation de 11%) sont
également mutés pour le gene NF2 (fréqguence de mutation de 39%). De plus, une
classification hiérarchisée et non supervisée, basée sur nos données transcriptomiques
obtenues sur 23 MPM du groupe C2, a mis en évidence que les doubles mutants clustérisent
tous ensemble dans un sous-groupe. Le sous-groupe c2™N constitue donc le premier sous-
groupe de MPM pour lequel nous identifions un lien aussi fort entre un profil de mutations
et une signature d’expression génique. De plus, les doubles mutants NF2/LATS2 ont un
pronostic encore plus sombre que les autres MPM exempts de mutations dans ces deux
génes, ou simplement mutés pour un des deux génes. Il faut également souligner que les
genes NF2 et LATS2 sont, tous les deux, des membres centraux de la voie de signalisation
Hippo dont I'implication dans la carcinogenése mésothéliale est connue. La présence de
mutations dans deux membres d’'une méme voie dans une méme tumeur est inhabituelle
dans le cancer et souléve la question de leurs conséquences dans la fonctionnalité de la voie
Hippo, ou de leurs roles dans d’autres voies de signalisation et de la carcinogenese
mésothéliale. La double-inactivation de NF2 et LATS2 a été modélisée par ARN interférence
dans des cellules de MPM non mutées pour ces deux génes. L'extinction de I'expression de
ces deux génes entraine une augmentation de la prolifération lorsque les cellules sont a
confluence, suggérant une levée de I'inhibition de contact. De plus, un biomarqueur de ce
sous-groupe, le gene MOK, a été identifié. Ce gene code pour une kinase de la superfamille
des MAPK (Mitogen-activated protein kinases) dont la fonction a été tres peu étudiée, mais
qui est considéré comme un antigene tumoral dans plusieurs tumeurs et est aussi connu
sous le nom RAGE-1 (renal tumor antigen-1). L’expression génique de MOK est augmentée
dans les MPM du sous-groupe C2™ en comparaison aux autres MPM, ainsi que dans des
MPM aprés modélisation de l'inactivation de NF2/LATS2 par des ARN interférents [27].
L’'ensemble des caractéristiques de ce sous-groupe est résumé dans la figure 4.

Hétérogénéité moléculaire intra-tumorale

Outre I'nétérogénéité entre les tumeurs des différents patients, il existe un autre niveau
d'hétérogénéité tumorale. En effet, dans plusieurs autres types de cancer, des études
récentes ont montré une diversité clonale dans la tumeur d’un méme patient [38]. Plusieurs
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indices suggerent que le MPM présente également une hétérogénéité intra-tumorale. La
premiéere est au niveau histologique, il existe trois types histologiques majeurs de MPM :
épithélioide, sarcomatoide et biphasique. Le dernier type est en fait un type histologique
composite de cellules des deux premiers types. Deuxiemement, méme au sein des tumeurs
ayant une histologie homogéne, une hétérogénéité a été mise en évidence notamment au
niveau du locus du géne CDKN2A localisé sur la région chromosomique 9p21. Les analyses
par FISH de ce locus montrent clairement qu’au sein d’'une tumeur, la délétion de CDKN2A
est détectée seulement dans une fraction variable de cellules tumorales [39]. Et enfin, la
seule étude qui a analysé la clonalité des MPM a suggéré que cette tumeur était polyclonale
[40].

Par ailleurs, le MPM est une tumeur solide qui est caractérisée par un développement
locorégional diffus au sein de la cavité pleurale. La cavité pleurale est I'espace pleural virtuel,
a pression négative, entouré par les différentes pléevres. Ainsi, la plévre pariétale thoracique
recouvre l'intérieur des cotes et des espaces inter-costaux et n’est pas identique a la plévre
viscérale qui recouvre le poumon, ni aux plevres médiastine, péricardique ou
diaphragmatique, lesquelles recouvrent respectivement le médiastin, le cceur et le
diaphragme. Ces plévres ont un environnement conjonctif sous-jacent différents concernant
leur vascularisation, leur drainage lymphatique, mais aussi leur exposition au stress
mécanique conséquence des mouvements respiratoires [41]. Ces différences pourraient
contribuer a I’évolution différentielle du MPM et a une diversité des cellules tumorales selon
le site anatomique également.

L’évolution locorégionale du MPM selon les différentes zones anatomiques n’est pas
connue précisément, mais dans la pratique clinique quotidienne, notamment lors des
chirurgies diagnostiques et curatrices ou lors des suivis morphologiques
tomodensitométriges des patients il est observé, au sein de la cavité thoracique, un aspect
hétérogene des lésions tumorales du MPM et de leurs localisations selon les différents sites
anatomiques. De plus, lors du suivi radiologique aprés traitement, I'évolution semble
différente d'un site anatomique a un autre, avec des zones encore fortement infiltrées par le
MPM et des zones presque saines, mais cette hétérogénéité intra-tumorale de réponse est
aussi variable entre les patients.

Seule une étude récente s’est focalisée sur I’hétérogénéité intra-tumorale a différentes
localisations anatomiques sur un nombre limité de patients (6 cas) [42]. Les auteurs
suggerent la présence de différentes mutations somatiques dans les cellules tumorales et
une diversité du microenvironnement immunitaire en relation avec la charge mutationnelle
aux différents sites anatomiques.

Implications thérapeutiques

De nombreux progrés dans la prise en charge des cancers ont été réalisés grace au
développement d’'une médecine de précision utilisant des thérapies ciblées, reposant sur
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une connaissance des différents mécanismes moléculaires de la carcinogenese d’une tumeur
donnée.

Dans le cas du MPM, a notre connaissance, les stratégies thérapeutiques basées sur les
caractéristiques moléculaires de la tumeur n‘ont été évaluées que dans des modeles
précliniques et seuls quelques essais cliniques en ce sens sont en cours. L’hétérogénéité
intra-tumorale n’a pas été prise en compte.

Une des stratégies thérapeutiques classiques dans le traitement du cancer est de cibler
les génes présentant des altérations génétiques fréquentes. Une revue récente décrit les
différentes approches envisagées selon les altérations génétiques du MPM: les inhibiteurs
de CDK4/CDK6 ou de PRMTS5 pour les mutations dans le gene CDKN2A, les inhibiteurs d’EZH2
ou de PARP pour celles de BAP1 ou les inhibiteurs de FAK ou de NEDDS8 pour celles de NF2
[43]. On peut noter également les approches thérapeutiques visant a tirer profit des
vulnérabilités métaboliques des MPM dues notamment a leurs nombreuses altérations
chromosomiques et épigénétiques. Deux exemples sont le gene MTAP, fréquemment co-
délété avec le géne CDKN2A, qui code pour une enzyme, la S-méthyl-5-thioadénosine
phosphorylase, impliquée dans le métabolisme des polyamines permettant la synthese de
novo de I'adénosine et de la méthionine et le géne ASS1, dont I'expression est éteinte par
méthylation de ’ADN génomique dans une grande proportion de MPM, qui code pour une
enzyme clé de la voie de biosynthése de I’arginine, I'argininosuccinate synthase 1 [43].

Il faut souligner que cibler les altérations génétiques n’est pas aisé dans le cas du MPM
car les mutations dans les oncogenes sont rares. Or ce sont des cibles thérapeutiques de
choix du fait de la disponibilité de molécules anti-tumorales les ciblant directement. Dans les
tumeurs comme le MPM présentant principalement des mutations dans des génes
suppresseurs de tumeur, une approche plus appropriée serait celle de la Iétalité synthétique
qui consiste a induire la mort cellulaire des cellules tumorales par synergie d'action de deux
événements non létaux individuellement.

Une telle stratégie a été proposée pour les MPM n’exprimant pas merlin, protéine
codée par le gene NF2 fréquemment inactivé par mutation dans le MPM. La protéine merlin
joue un réle dans la transmission, notamment de signaux de survie aux cellules lors des
adhésions cellules-cellules ou cellules-matrice extracellulaire. Une autre voie impliquée dans
ces mécanismes est la voie de signalisation des FAK (Focal Adhesion Kinase). L’hypothese
était qu’en absence de I'expression de merlin, les cellules étaient plus dépendantes de Ila
voie FAK. Une premiere étude a été dans ce sens en montrant une sensibilité accrue des
MPM déficientes en Merlin aux inhibiteurs de FAK [44]. Cependant, une seconde étude a
confirmé que la perte de I'expression de merlin était bien nécessaire pour la sensibilité aux
inhibiteurs de FAK, mais n’était pas suffisante, car elle devait étre accompagnée d’une perte
de l'expression de I'E-cadherine, une protéine également impliquée dans les processus
d’adhésion [45]. Cet exemple illustre la problématique de développer une thérapie du MPM,
ciblée uniquement sur une seule altération génétique, car les conséquences d’une mutation
dans un gene sont dépendantes des autres altérations moléculaires présentes dans la

Tranchant et al. Page 11 sur 16



©CO~NOOOTA~AWNPE

tumeur et I'effet d’'une mutation dans un MPM ne peut étre généralisée aux autres MPM
étant donné leur hétérogénéité moléculaire.

La classification moléculaire qui regroupe les MPM partageant des caractéristiques
moléculaires communes, en tentant de prendre en compte I'ensemble des altérations
moléculaires de la tumeur, pourrait étre une bonne base pour le développement d’une
médecine de précision. Ainsi, nous avons évalué I'activation de plusieurs voies de
signalisation entre les MPM du sous-groupe C2™N et les autres MPM par une approche
protéomique utilisant les puces protéiques en phase reverse (RPPA: Reverse Phase Protein
Array). L’analyse de la phosphorylation de 40 protéines, membres clés de ces voies, a permis
d’identifier une différence d’activation de deux protéines: YAP et mTOR. YAP est un
cofacteur de transcription ayant un réle pro-oncogénique et est régulé négativement par la
voie Hippo a laquelle appartiennent NF2 et LATS2. L’augmentation de la phosphorylation de
YAP dans les MPM du sous-groupe C2™ est associée également a une localisation plus
nucléaire et a une expression plus forte des genes cibles de ce cofacteur de transcription
(CTGF, ANKRD1 et CYR61). La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase qui appartient
a la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR qui est souvent activée dans le MPM. Cette
protéine est moins phosphorylée et donc moins activée dans les MPM du sous-groupe C2'"
due a une diminution de son expression. Etant donné la différence d’activation de mTOR
entre les MPM du groupe C2'" et les autres MPM, nous avons, dans un premier temps, testé
I'effet d’un inhibiteur spécifiqgue de mTOR, la Rapamycine. L'ensemble des MPM testés (18
cas) étant résistant a cet inhibiteur, nous avons, dans un second temps, utilisé un inhibiteur
avec un spectre d’inhibition plus large, le PF-04691502 qui cible les voies mTOR/PI3K/Akt.
Les MPM sont sensibles a cet inhibiteur, mais une sensibilité plus forte est retrouvée pour
les MPM du sous-groupe C2'N [27]. Dans le cadre d’une thérapie ciblée, il pourrait étre donc
intéressant d’utiliser le PF-04691502 chez les patients du sous-groupe 2™ (cf. figure 4).

Conclusions

Le MPM est un cancer caractérisé par de nombreuses altérations moléculaires.
Certaines d’entre elles peuvent étre liées a son facteur étiologique principal, 'amiante, telles
qgue les altérations chromosomiques. D’autres sont liés a son origine cellulaire, les cellules
mésothéliales, qui sont des cellules d’origine mésodermique atypique, car ayant des
caractéristiques mésenchymateuses et épithéliales. Devant la complexité et la diversité de
ces altérations moléculaires, la définition d’une classification moléculaire du MPM peut
permettre de prendre en compte I'hétérogénéité des tumeurs entre les patients et présente
un intérét diagnostique, pronostique et thérapeutique. Il reste nécessaire d’affiner la
classification moléculaire du MPM notamment par des approches multi-omiques et de NGS
sur une méme série d’échantillons tumoraux. Une telle étude a été réalisée dans le cadre du
TCGA (https://cancergenome.nih.gov/cancersselected/Mesothelioma), mais une analyse

globale de ces données n’a pas encore été publiée. Cette classification devra prendre en
compte non seulement I’hétérogénéité moléculaire des cellules tumorales, mais également
celle du microenvironnement qui est variable selon les tumeurs, comme une étude récente
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vient a nouveau de le confirmer [46]. La définition de groupe homogéne de tumeurs
partageant des caractéristiques moléculaires communes est nécessaire au développement
d’une médecine de précision efficace dans le MPM. L’hétérogénéité intra-tumorale du MPM
doit faire I'objet d’études plus approfondies afin de la prendre en considération lors de la
prise en charge du patient.
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Figure 1

Altération chromosomique dans le mésothéliome pleural malin

Idéogramme des chromosomes 9p et 14 montrant les pertes (en vert) et les gains (en rouge) des
régions chromosomiques présentes dans chaque lignée de MPM. Les altérations chromosomiques
ont été identifiées par CGH-array (Comparative Genomic Hybridization-array) sur 38 lignées de MPM
[20].

Figure 2

Profil de mutation des MPM.

Représentation schématique montrant les altérations génétiques (mutation ponctuelle et délétion
biallélique) des geénes les plus fréguemment altérés dans le MPM. Ces mutations ont été
caractérisées par séquencage de Sanger dans 61 lignées de MPM [20, 23, 27-29].

Figure 3

Caractéristiques des MPM des groupes moléculaires C1 et C2 [29].

Figure 4

Caractéristiques des MPM du sous-groupe moléculaire C2'" du groupe C2 [27].
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Figure 3
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Figure 4
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