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. INTRODUCTION

1. Données épidémiologiques du cancer bronchique

Le cancer bronchique se classe a'f4°%lace des cancers en France, avec une incidence
d’environ 39 495 nouveaux cas par an en 2012, soit 11,1% de I'ensemble des cancers
(données Institut National du Cancer (InCa)). Il s'agit de la premiére cause de mortalité par
cancer, avec environ 29 949 décés estimés par an en 2012. Le pronostic est particulierement
sombre, avec une médiane de survie a 5 ans de 14% (tous stades confondus). Il touche
préférentiellement les hommes (70%), et 'age moyen au diagnostic est de 65 ans. Chez
I'homme, le cancer bronchique est [8"2cancer incident avec 28 211 nouveaux cas en 2012
(14,1% des cancers de 'homme), derriere le cancer de prostate, et reste la premiére cause de
déceés par cancer (21 326 déces en 2012, 25% des déces par cancer chez ’'homme). Apres une
augmentation constante du nombre de cancers bronchiques chez I'homme jusqu’au début des
années 2000, on assiste a une lente décroissance de son incidence (incidence standardisée de
52,9 pour 100 000 en 2000, et de 51,7 pour 100 000 en 2012). Chez la femme, le cancer
bronchique est le®Xancer incident avec 11 284 nouveaux cas en 2012 (7,3% des cancers de

la femme), derriére le cancer du sein et le cancer colorectal, EMMaause de décés par

cancer dans cette population (8 623 déces en 2012, 13,7% des déces par cancer chez la
femme). A l'inverse de la population masculine, on assiste actuellement a une augmentation
de l'incidence et de la mortalité du cancer bronchique chez la femme (incidence standardisée
de 9,7 pour 100000 en 2000, et de 18,6 pour 100 000 en 2012). Cette hausse touche
essentiellement les femmes jeunes, entre 45 et 60 ans (mortalité par cancer bronchique

multipliée par 2,6 dans cette tranche d’age chez la femme). L’évolution de l'incidence du



cancer bronchique est liée a I'évolution du tabagisme en France. En effet, la consommation
tabagigue a commencé a diminuer chez les hommes a partir du début des années 1980, tandis
gue celle des femmes a commencé a diminuer a partir des années 1990. De plus, le risque de
cancer bronchique, a tabagisme égal, est supérieur chez les femmes par rapport aux hommes
(Powell 2013). On peut donc s’attendre a une poursuite de I'augmentation de I'incidence et de

la mortalité du cancer bronchique chez la femme pendant encore plusieurs années.

2. Facteurs de risque du cancer bronchique

2.1.Tabac

Le principal facteur de risque est le tabac. On estime qu'il est responsable d’environ 90% des
cancers bronchiques. Le risque relatif de cancer bronchique en cas de tabagisme est de 10, et
est corrélé a la durée d’exposition au tabac, I'age de début de l'intoxication, et la quantité de
tabac consommé (Doll 1994). L'effet carcinogéene du tabac est lié a la présence, dans la fumée
de cigarette, d’'un grand nombre de produits chimiques connus comme étant cancérogene chez
lhomme (par exemple: 4-(N-méthylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, arsenic,
benzéne, Benzo[a]pyréne, Cadmium, chromium héxavalent, formaldéhyde, nickel...) (Smith
2003). L’hypothese actuellement acceptée de carcinogénese multi-étape, faisant intervenir une
succession de mutations somatiques et d’inactivation de genes suppresseurs de tumeur,
explique le délai souvent prolongé entre l'intoxication tabagique et la survenue d’'un cancer

bronchique cliniquement décelable.

Le tabagisme passif, c’est-a-dire I'exposition aux fumées de tabac dans son environnement,

est également prouvé comme étant un facteur de risque de cancer bronchique (Afsset, Inserm



2008). On estime ainsi que le tabagisme passif domestique entraine un sur-risque de 30% de

cancer bronchique, et serait responsable d’environ 25% des cancers du non-fumeur.

2.2. Amiante

L’exposition a la poussiére d’amiante expose a un risque relatif de cancer bronchique de 5
(Boffetta 2004). Il existe par ailleurs un effet synergique du tabac et de I'amiante : en cas
d’exposition a I'amiante chez un fumeur, le risque relatif de cancer bronchique est de 50
(Boffetta 2004). Il existe deux principaux types de fibre d’amiante : le chrysotile et les
amphiboles (essentiellement crocidolite et amosite), toutes deux cancérigénes. Il s'agit en
France principalement d’exposition professionnelle, surtout dans les métiers du batiment
(téliers-chaudronniers, soudeurs, ajusteurs, carrossiers, plombiers, charpentiers,
électriciens...). L'utilisation industrielle de I'amiante est interdite en France depuis le 1
janvier 1997. Il existe également des cas d’exposition environnementale, notamment en
Grece, en Afghanistan, en Chypre et en Turquie, ou certaines roches peuvent contenir des

fibres d’amiante.

2.3. Autres facteurs de risque

D’autres facteurs de risque ont été deécrits. Ainsi I'exposition professionnelle a certains
toxiques, comme les radiations ionisantes, I'arsenic, le nickel, I'acide chromique et certains
chromates, le cadmium, les fumées de Diesel est reconnue comme maladie professionnelle en

cas de survenue de cancer bronchique (Boffetta 2004).

L’exposition au radon serait la deuxieme cause de cancer bronchique en France. Le radon est

un gaz libéré lors de la désintégration de I'uranium du sol ou de la pierre. Ainsi, certaines



régions en France sont connues comme étant particulierement exposées, comme le Massif

Central, la Corse, la Bretagne et les Vosges.

Le rbéle de la pollution atmosphérique reste débattu (Raaschou-Nielsen 2013). L'expertise
collective de I'INSERM et L'Afsset (Agence francaise de sécurité sanitaire de
'environnement et du travail) sur « Cancer et Environnement » suggere que la pollution
atmosphérique serait liée a un sur-risque modéré de cancer bronchique. Ce sur-risque serait di
a la présence de certains gaz (dioxyde de souffre, ozone, dioxyde d'azote) et la fumée de
Diesel. Des études plus approfondies et sur de longues périodes de temps sont néanmoins
nécessaires pour confirmer le réle carcinogene de la pollution atmosphérique sur la survenue

de cancer bronchique.

D’autres facteurs de risque de cancer bronchique ont également été décrits, comme certaines
maladies pulmonaires chroniques (silicose, bérylliose, tuberculose), lirradiation dans un

cadre médical (radiothérapie thoracique), ou la consommation de cannabis.

3. Classification anatomo-pathologique du cancer bronchique

La grande majorité des cancers bronchiques correspondent au cancer bronchique non a petites
cellules (CBNPC, 85%), le reste étant constitué des cancers bronchiques a petites cellules
(15%). La classification actuelle des CBNPC repose sur la classification de 'OMS 2004
(Travis 2004), dont les principales catégories sont: les lésions pré-néoplasiques, les

adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides et les carcinomes a grandes cellules.

Les lésions pré-néoplasiques regroupent trois entités : les dysplasies et carémaihes

bronchiques (Iésion précurseur des carcinomes épidermoides), les hyperplasies alvéolaires



atypiques (Iésion précurseur des adénocarcinomes), et I'hyperplasie neuroendocrine diffuse
idiopathique (lésion précurseur des carcinoides). La carcinogénése bronchique suit un
processus dit « en champ ». Il s'agit de I'évolution de maniére multicentrique et multi-étape
de plusieurs lésions accumulant successivement des anomalies moléculaires et génétiques.
Ainsi, suite a lI'exposition répétée a différents carcinogenes, on passera d'un épithélium
bronchique normal a une dysplasie (Iégere : atteinte du premier tiers de I'épithélium ;
modérée : atteinte des deux-tiers de I'épithélium ; sévére : atteinte de toute la hauteur de
I'épithélium), puis a un carcinom situ (dysplasie sévéere plus absence d’orientation de
I'épithélium, et respect de la membrane basale épithéliale), et enfin a un carcinome invasif
épidermoide (atteinte de la membrane basale). L'’hyperplasie alvéolaire atypique (HAA)
correspond a la lésion prénéoplasique de I'adénocarcimorséu (non mucineux le plus
souvent, ou mucineux). Il s’agit d’'une Iésion de moins de 5 millimetres (mm), faite de cellules
alvéolaires le long de la paroi alvéolaire et des bronchioles. L'HAA est fréquente chez le
fumeur, et notamment chez les patients avec un adénocarcinome pulmonaire (incidence dans
ce cas autour de 21%). La séquence HAA — adénocarcimosite — adénocarcinome invasif

est encore incomplétement comprise, et la présence de multiples lésions d’HAA est possible
sans une évolution systématique vers un phénotype agressif. L’hyperplasie neuroendocrine
diffuse idiopathique correspond aux lésions précurseurs des tumeurs carcinoides, qui font
parties des tumeurs neuro-endocrines. Elle se caractérise par une prolifération de cellules
neuroendocrines disséminée dans la paroi bronchique, au contact de la membrane basale de
I'épithélium bronchique et bronchiolaire, avec une fréquente association a des ilots de
tumeurs carcinoides. La séquence hyperplasie neuroendocrine diffuse — tumeurs carcinoides —

CBPC reste actuellement largement incomprise.

Les adénocarcinomes sont subdivisés en plusieurs catégories, selon la nouvelle classification

proposée par I'lIASLC/ATS/ERS (Travis 2011). Il s’agit de la forme histologique la plus
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fréquente parmi les CBNPC (50%), avec une proportion croissante. La présentation radio-
clinigue est typiguement un nodule pulmonaire périphérique, de révélation fortuite ou tardive.
On décrit les adénocarcinomes invasifs en fonction de leur architecture : acinaire (formation
de tubes ou de glandes), papillaire (formation de papilles), micropapillaire (formation de
papilles mais sans axe conjonctivo-vasculaire), solide (massifs de cellules de grande taille),
lépidique (prolifération cellulaire le long des parois alvéolaires et bronchiolaires sans
modification de 'architecture pulmonaire sous-jacente). Il existe également un certain nombre
de variants : adénocarcinome mucineux a prédominance lépidique, cystadénocarcinome
mucineux, adénocarcinome colloide, adénocarcinome fcetal et adénocarcinome entérique.
Enfin, une nouvelle entité intermédiaire a été décrite : 'adénocarcinome a invasion minime
(adénocarcinome a prédominance l|épidique avec moins de 5 mm ou moins de 10%

d’invasion).

Le carcinome épidermoide représente environ 30% des CBNPC. Il est intimement lié au
tabac, et se présente volontiers sous la forme d’'une tumeur proximale envahissant les grosses
bronches. Les cellules tumorales sont de grande taille, avec des ponts d’union intercellulaire
et/ou produisant de la kératine. Il existe quelques variantes : papillaire, a cellules claires, a

petites cellules, basaloide.

Le carcinome a grandes cellules est considéré comme un diagnostic d’élimination (5 a 20%
des CBNPC). Il est constitué de cellules de grande taille, sans différenciation malpighienne,
glandulaire ou neuro-endocrine. Plusieurs variantes ont été décrites : neuroendocrine a

grandes cellules, carcinome basaloide, carcingmphoepithelioma-like

Les autres types histologiques de CBNPC regroupent les carcinomes adénosquameux et les
carcinomes sarcomatoides. Les carcinomes adénosquameux sont rares (moins de 2%). Il s’agit

de carcinomes épidermoides avec au moins 10% de contingent glandulaire, ou bien d’'un
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adénocarcinome avec au moins 10% de contingent malpighien. Les carcinomes sarcomatoides
représentent également moins de 2% des cancers bronchiques. Il s’agit d’'un sous-groupe
hétérogéne, constitué des carcinomes pléiomorphes, carcinomes a cellules fusiformes,
carcinomes a cellules géantes, carcinosarcomes et des blastomes pulmonaires. Ces tumeurs

sont particulierement agressives et de mauvais pronostic.

Le cancer bronchique a petites cellules représente environ 10 a 15% de I'ensemble des
cancers bronchiques. Il est fortement associé au tabagisme, a une croissance tres rapide, et une
fréquente dissémination métastatique d’emblée. Sur le plan histo-pathologique, le CBPC est
caractérisé par des cellules pauvres en cytoplasme, avec une chromatine d’apparence
granuleuse, une activité mitotique élevée et de grandes plages de nécrose. Ce type tumoral est

particulierement chimiosensible, mais avec une rechute fréquente rapide a lissue du

traitement.

4. Stadification TNM

La stadification TNM est une étape majeure dans la prise en charge d’'un cancer bronchique.
Elle a un intérét pronostic et thérapeutique, guidant les choix des stratégies thérapeutiques. La
classification TNM repose actuellement sur faégition de 2009 (Goldstraw 2007). Le

tableau 1 décrit cette classification, et le tableau 2 le regroupement en stade et leur corrélation

pronostique.

Le descripteur T est basé sur la taille de la tumeur (moins de 2 cm, entre 2 et 3 cm, entre 3 et 7
cm, plus de 7 cm), sur I'envahissement des structures de voisinage (grosses bronches ou

carene, paroi, diaphragme, plévre, péricarde, nerf phrénique ou récurrent, médiastin, gros
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vaisseaux, trachée, cesophage, vertebre), et sur la présence de nodule dans un méme lobe ou

dans un lobe distinct homolatéral.

Le descripteur N est basé sur la présence ou non d’adénopathie tumorale hilaire ou

médiastinale, homo-ou controlatérale.

Le descripteur M est basé sur la présence de métastases pleuro-pulmonaires (poumon

controlatéral, épanchement pleural ou péricardique) ou a distance.
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Tableau 1 : Classification TNM des cancers bronchiqu&® @ition)

T — Tumeur primitive

TX : Tumeur ne peut étre évaluée ou est démontrée par la présence de cellules malignes dans les
expectorations ou un lavage bronchique sans visualisation de la tumeur par des examens endoscopiques
ou d’'imagerie

TO : Pas d’évidence de tumeur primitive

Tis : Carcinome in situ

T1 : Tumeur de 3 cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plevre
viscérale, sans évidence bronchoscopique d’invasion plus proximale que la bronchique lobaire (c-a-d
pas la bronche souche)

Tla: Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension

T1b : Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension

T2 : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une des
caractéristiques suivantes :

» atteinte de la bronche de la bronche souche a 2 cm ou plus de la caréne

e invasion de la plevre viscérale

» présence d'une atélectasie ou d'une pneumopathie obstructive s’étendant a la région hilaire sans
atteindre I'ensemble du poumon.

T2a : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension
T2b : Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension

* les tumeurs avec ces caractéristiqgues sont classées T2a si leur dimension est de 5 cm ou moins

T3 : Tumeur de plus de 7 cm; ou envahissant directement une des structures suivantes : la paroi
thoracique (y compris la tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf phrénique, la plévre médiastinale,
pleural ou pariétal ou le péricarde ; ou une tumeur dans la bronche souche a moins de 2 cm de la caréna
sans I'envahir ; ou associée a une atélectasie ou d'une pneumopathie obstructive du poumon entier ; ou
présence d’'un nodule tumoral distinct dans le méme lobe

T4 : Tumeur de tout taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin, cceur,
grands vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, cesophage, corps vertébral, caréne; ou présence d'un
nodule tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint
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N — Ganglions lymphatiques régionaux

NX : les ganglions ne peuvent pas étre évalués

NO : pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale

N1 : métastase dans les ganglions lymphatiques intrapulmonaires, péribronchiques et/ou hilaires
ipsilatéraux, y compris par envahissement direct

N2 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ipsilatéraux et/ou sous-carénaires

N3 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires controlatéraux,
scalénes ou sous-claviculaires ipsilatéraux ou controlatéraux

M — Métastases a distance

MX : les métastases a distance n’ont pas pu étre évaluées
MO : absence de métastase a distance

M1 : métastase a distance

Mla : Nodule(s) tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur avec nodules pleuraux ou
épanchement pleural (ou péricardique) malin

M1b : métastase a distance
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Tableau 2 : Regroupement par stades TNM et corrélation au pronostic

Stade | T N M Surviea s Surviea s
ans ans
cTNM pTNM
IA T1a,b | NO MO 50 % 73 %
IB T2a NO MO 43 % 58 %
A T1a,b | N1 MO 36 % 46 %
T2a N1 MO
T2b NO MO
1B T2b N1 MO 25 % 36 %
T3 NO MO
MA T1,T2 | N2 MO 19 % 24 %
T3 N1, N2 | MO
T4 NO, N1 | MO
B T4 N2 M 7% 9%
ToutT | N3 MO 3%
v ToutT | ToutN | M1 2%

cTNM : classification TNM clinico-radiologique ; pTNM : classification TNM basée sur
I'analyse anatomo-pathologique de la piéce opératoire

5. Principaux oncogenes et anomalies moléculaires des CBNPC

L’analyse génétique de plus de 10 000 CBNPC dans I'étude Biomarqueurs France a permis de
déterminer qu’environ la moitié des CBNPC était porteur d'une signature moléculaire
oncogénique identifiable (Figure 1) (Barlesi 2013a). Cette proportion est d’environ 65% chez
les patients non-fumeurs (Figure 2A). Dans la population générale, comme chez les patients
fumeurs (Figure 2B), I'anomalie moléculaire la plus fréquente était la présence d'une
mutation deKras. Chez les non-fumeurs, I'anomalie la plus fréquente était la présence d’'une

mutation de EGFR
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Figure 1: Fréquence des différents types d’anomalies moléculaires dans le CBNPC.
(d’apres Barlesi 2013a)

A Non-fumeurs B Fumeurs
4,2 03

L

35,2 332

31,7

31 1,6

# o2 18 B 02" 35
m ALK m HER m EGFR actif « KRAS
PI3K = Inconnu m EGFRrésistant  m BRAF

Figure 2: Fréquence des différents types d’anomalies moléculaires dans le CBNPC, en
fonction du statut tabagique. A: patient non-fumeur. B: patient fumeur.
(d’apres Barlesi 2013a)
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5.1. Mutations de Kras

Les protéines Ras sont des protéines membranaires intervenant dans la transduction des
sighaux de croissance cellulaire regus suite a I'activation des récepteurs tyrosines kinases
membranaires (notamment EGFR, PDGFR, IGFR), et activant en aval la voie Raf — Mek —
Erk, et la production de signaux cellulaires de prolifération. Les mutationératesont
fréquentes (environ 25% des CBNPC) (Barlesi 2013a). Elles concernent le codoKra2,de

ou plus rarement les codons 13 et 61. Elles entrainent une activation constitutive de Ras,
indépendante des signaux d’amont. Il n’existe pas actuellement de thérapies ciblées en cas de
mutation. La présence de mutationKias est plus fréquente chez le patient fumeur (Figure

2B) (Barlesi 2013a), et est associée a un mauvais pronostic (Mascaux 2005). Elle est
également associée a une absence de réponse aux ITK de 'EGFR (Eberhard 20005, Pao
2005). Son caractere prédictif de résistance a la chimiothérapie cytotoxique est encore débattu
(Loriot 2009, Mellema 2013). Il est actuellement admis que les mutatior&ragesont

exclusives des mutationsEl5FRet de la translocation ALK

5.2. Mutations de [Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR, Herl, ErbB1)

L'EGFR (Herl, ErbB1) est un récepteur membranaire a domaine tyrosine kinase, dont le
ligand est 'EGF. Aprés fixation du ligand, EGFR forme un hétéro-dimere, le plus souvent
avec Her2 (ErbB2), et s’ensuit une activation du domaine tyrosine kinase intracellulaire avec
activation des voies Ras, Pl3kinase (PI3K), STATs etRlQi entraine la production de
signaux de prolifération et de survie cellulaire au sein de la cellule tumorale. La présence
d’'une mutation somatique du gene deGFRau sein du chromosome 7 concerne 10 a 15%
des CBNPC (Sharma 2007). Elle prédomine dans les carcinomes non-épidermoides, et

notamment dans les adénocarcinomes. Elle est plus souvent présente chez la femme, en cas de
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tabagisme peu important ou nul, et chez les asiatiques (Sharma 2007). Ainsi, la fréquence des
mutations de EGFR est de plus de 30% chez le non-fumeur (Figure 2A) (Barlesi 2013a).
Dans les CBNPC, les mutations d’'EGFR touchent le domaine tyrosine kinase du récepteur,
entrainant ainsi une auto-activation permanente de 'EGFR, indépendante de la fixation du
ligand. Cette activation induit une activation permanente des voies d’aval (Sharma 2007). Les
mutations dEGFR les plus fréquentes sont présentes dans I'exon 19 (45% des cas), avec la
délétion Del E746-A750, ou dans I'exon 21 (40 a 45% des cas), avec la substitution L858R.
Toutes ces mutations sont associées a une sensibilité accrues aux inhibiteurs de tyrosine
kinase (ITK) de 'EGFR, comme [lerlotinib ou le gefitinib (Sharma 2007, Mok 2009).
D’autres types de mutations sont possibles, comme les mutations des exons 18 ou 20 (avec
notamment la substitution T790M), avec des réponses hétérogenes aux ITK de I'EGFR
(sensibilité pour les mutations au sein de I'exon 18, résistance pour les mutations au sein de
'exon 20) (Beau-Faller 2014). En outre, la présence de mutationE@ER serait associée a

un meilleur pronostic (Eberhard 2005, Sharma 2007). Il est actuellement admis que les

mutations dEGFRsont exclusives des mutations de Keasle la translocation ALK

5.3.Translocation ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase

ALK est un récepteur membranaire & domaine tyrosine kinase. La translocatighe$t un
événement rare (environ 5% des CBNPC) (Shaw 2009, Kwak 2010, Barlesi 2013a). On la
retrouve de maniere préférentielle chez les patients jeunes, non-fumeurs (Figure 2A) et dans
les adénocarcinomes (Shaw 2009). Ces adénocarcinomes avec transloédtlorsatit le
plus souvent d’architecture solide ou acinaire, avec des massifs cribiformes et des cellules
« en bague a chaton », et exprimant TTHiy(oid Transcription Factor J1I(Shaw 2009). Elle

résulte le plus souvent d’une inversion au sein du chromosome 2, induisant alors la formation
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d’'un géne de fusion et I'activation constitutive de la protéine ALK, avec stimulation des voies
de signalisation d'aval (PI3K, STAT3, JAK2) (Soda 2007). Les réarrangenfdris
impliquent I'exon 20 qui code pour la région tyrosine kinase d’ALK. Le géne partenaire du
réarrangement est dans la trés grande majorité des cas le Edfie (Echinoderm
Microtubule associated protein Like 4). D’autres partenaires ont été décrits, comme les genes
TGF (TRK-fused geneKIF5B (Kinesin Family member 5Bt KLC1 (Kinesin Light Chain

1). La présence d'une translocationAdK rend la tumeur particulierement sensible a
certaines thérapies ciblées, comme le crizotinib (Kwak 2010). Il est actuellement admis que la

translocation ALkKest exclusive des mutation&=@®FRet des mutations de Kras

5.4. Mutations dHER?2 (ErbB2)

HER?2 est le partenaire de dimérisation privilégié d’EGFR. On retrouve une mutatieR2l’

dans environ 2% des CBNPC, de maniere préférentielle chez la femme, chez le patient non-
fumeur et dans les adénocarcinomes (Barlesi 2013a). La plupart des mutations concerne
'exon 20 (chromosome 17), avec dans ce cas, de maniére similaire aux mutd&iGRRd’

une activation constitutive du domaine tyrosine kinase du récepteur et une activation des voies
de signalisation d’aval (PI3K, Ras). La sensibilité de la tumeur porteuse d’'une mutation

d’HERZ2 aux thérapies anti-HER2 est en cours d’exploration actuellement.

5.5. Mutations de Braf

Braf appartient a la famille des protéines Raf kinases, qui sont impliquée dans la voie de
signalisation Ras — Raf — Mek — Erk. L’existence d’une mutatidBrdeinduit une activation

de la protéine Braf et donc la phosphorylation de Mek, indépendamment de l'activation des
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protéines d’amont. Les mutations Beaf ne concernent qu’environ 2% des CBNPC (Barlesi
2013a), et se rencontrent préférentiellement dans les adénocarcinomes. Elles sont
majoritairement du type V600E (plus de 50% des cas de mutations). Les autres types de
mutations deBraf décrites dans le CBNPC sont les G466V, G469A, L597V, Y472C. La
majorité des mutations dgraf rendent la tumeur sensible aux inhibiteurs de Braf (comme le

dabrafenib ou le vemurafenib).

5.6. Autres anomalies moléculaires dans le CBNPC

Outre les anomalies moléculaires les plus fréquentes décrites ci-dessus, d’autres signatures
oncogéniques ont été décrites dans le CBNPC de maniére beaucoup plus rare. Par exemple,
des translocations dRosl, des mutations del3K, une amplification deMet, ou des
mutations deNras ont été rapportées dans moins de 1 a 1% des cas pour chaque anomalie
(Barlesi 2013a). Le développement de thérapies ciblées correspondant a ces signatures
moléculaires est en cours, comme le crizotinib en cas de translodabst ou

d’amplification de Met

6. Stratégie thérapeutique des CBNPC

6.1.Stade | et || (CBNPC résécable)

Le traitement de référence des CBNPC de stade | et Il est la chirurgie d'exérése
carcinologique. Le geste optimal sera une lobectomie, quand cela est possible, couplée a un

curage ganglionnaire médiastinal. La survie a 5 ans en cas de résection complete est de 70%.
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En cas de contre-indication chirurgicale, le plus souvent du fait de comorbidités, des
techniques alternatives a la chirurgie existent, comme la radiothérapie conformationnelle, la
radiothérapie stéréotaxique ou la radiofréquence. La radiothérapie conformationnelle permet
de délivrer de fortes doses de radiothérapie sur la cible tumorale par l'intermédiaire de
multiples faisceaux d’irradiation, ce qui permet de limiter la toxicité sur les organes de
voisinage. Cette radiothérapie peut étre couplée a des techniques de détection des
mouvements respiratoiregdting). La radiothérapie stéréotaxique consiste en I'administration

de trés fortes doses de radiothérapie sur la cible tumorale de maniére trés précise, grace a de
nouvelles technologies d’irradiation (type CyberKnife™). La radiofréquence consiste a
administrer, grace a un sonde placée dans la cible tumorale sous contréle scannographique,
des micro-ondes ou de la chaleur. Ces techniques sont encore en cours d’évaluation, et méme
si le taux de contréle de la maladie semble intéressant, des études sont nécessaires pour
évaluer le bénéfice a long terme. Ces différentes techniques alternatives sont réservées aux

CBNPC de stade I.

Une chimiothérapie post-opératoire (adjuvante) est préconisée en cas de CBNPC de stade Il
ou avec découverte post-opératoire d'un envahissement médiastinal (pllla). Celle-ci sera
constituée d’'un doublet a base de sel de platine, et administrée pour 4 cures. L'intérét de cette
chimiothérapie adjuvante est la destruction des micro-meétastases. Le bénéfice est significatif
mais modeste, avec un bénéfice de survie de 4% a 5 ans. Dans le cas des CBNPC pN2 opérés,
une radiothérapie médiastinale adjuvante pourra également étre discutée. Des essais sont en

cours pour évaluer ces stratégies.

22



6.2. Stade 11l (CBNPC localement avanceé)

Le traitement de référence des CBNPC de stade Il est I'association de chimiothérapie et de
radiothérapie thoracique (radiochimiothérapie). Celle-ci sera faite de maniere préférentielle
selon un schéma concomitant (Aupérin 2010). La radiothérapie est administrée en

conformationnelle.

Dans certains cas, une chirurgie pourra étre discutée. C’est le cas notamment des tumeurs
T4ANO ou N1, ou une chirurgie a visée carcinologique pourra étre réalisée dans un centre de
chirurgie thoracique habitué a prendre en charge de telle tumeur. Par ailleurs, les CBNPC

avec un envahissement meédiastinal homolatéral uni-site (lllaN2) peuvent étre amenées a
recevoir un traitement multimodal (traitement d’induction par chimiothérapie ou radio-

chimiothérapie, chirurgie, radiothérapie adjuvante) apres discussion pluridisciplinaire.

6.3. Stade IV (CBNPC métastatique)

La prise en charge des CBNPC métastatiques a considérablement évoluée depuis quelques
années. Le démembrement moléculaire des adénocarcinomes a permis de découvrir des
thérapies ciblées efficaces en cas d’addiction oncogénique correspondante. Ainsi, la premiére
étape de prise en charge des CBNPC de stade IV, et notamment des non-épidermoides pour
lesquels la majorité des anomalies moléculaires accessibles a un traitement ciblé ont été
décrites, est la recherche d’'une signature moléculaire sensible a une thérapie ciblée. Les
anomalies moléculaires recherchées en pratique courante sont actuellement les mutations
d’EGFR les mutations d&ras, la translocation &LK, les mutations d@&raf, les mutations

d’'HERZ2, les mutations de PI3K
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6.3.1. En I'absence de mutation d’EGFR ou si impossibilité de rechercher la

mutation

En I'absence de mutationEIGFR ou d’'impossibilité de rechercher la mutation, le traitement

de référence est une chimiothérapie a base de sel de platine, si I'état général le permet. La
chimiothérapie améliore en effet la qualité de vie des patients et leur survie. Une méta-analyse
publiée en 2008, regroupant 16 études randomisées comparant chimiothérapie et soins de
support a soins de support seuls a ainsi montré un bénéfice net de la chimiothérapie en terme
de survie (HR = 0,77; 1IC95% 0,71 — 0,83; p<0,0001). Une autre méta-analyse a également
montré qu’il était préférable d’administrer un doublet de chimiothérapie plutét qu’'une
monothérapie, que ce soit en terme de réponse tumorale (odds ratio OR = 0,42 ; IC95% 0,37 —
0,47; p<0,001) ou de la survie a 1 an (OR = 0,80; IC95% 0,70 — 0,91; p<0,001) (Delbaldo
2004). Par ailleurs, un triplet de chimiothérapie ne fait pas mieux qu’un doublet sur la survie
(OR = 1,01 ; IC95% 0,85 — 1,21; p = 0,88). Ce doublet devra, en I'absence de contre-
indication, comporter un sel de platine. En 2005, d’Addarion et al. (2005) ont montré dans
une meéta-analyse, la supériorité d’'une chimiothérapie a base de platine en terme de réponse
(OR=1,62;1C95% 1,46 — 1,8 ; p<0,0001) et de survie sur une association sans sel de platine.
La survie a un an était augmentée de 5% avec la chimiothérapie a base de platine (34% vs
29%; OR =1,21 ; 1C95% 1,9 — 1,35 ; p = 0,0003). La question du choix du sel de platine
(cisplatine ou carboplatine) a été posée par une autre méta-analyse (Ardizzoni 2007). I
existait dans cette étude une supériorité du cisplatine en terme de réponse tumorale (OR =
1,37 ;1C95% 1,16 — 1,61 ; p<0,001), et une tendance non significative en faveur du cisplatine
pour la survie (OR = 1,07 ; IC95% 0,99 — 1,15; p = 0,10). Par contre, I'analyse de sous-
groupe dans cette étude montrait que le bénéfice de survie du cisplatine devenait significatif
en cas d’association avec des chimiothérapies®d& g&nération (vinorelbine, gemcitabine,

taxanes). Des études ultérieures ont confirmé I'impact en termes de réponse et de survie des
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produits de 3génération par rapport aux produits d&° bu 2°™ génération (Le Chevalier

2005, Baggstrom 2007, Douillard 2007). Le choix entre les chimiothérapiesiérbee 3
génération est surtout lié au patient et a ses comorbidités. En effet, plusieurs essais de phase
Il ont comparé les différentes associations possibles (cisplatine/docetaxel,
carboplatine/paclitaxel, cisplatine/gemcitabine, cisplatine/vinorelbine), et ont montré des taux

de réponse et de survie equivalent (Kelly 2001, Schiller 2002; Scagliotti 2002, Fossella 2003).

En 2008, Scagliotti et al. ont montré l'intérét de I'histologie dans le choix du traitement
(Scagliotti 2008). En effet, une phase Ill randomisé entre un doublet cisplatine/gemcitabine et
un doublet cisplatine/pemetrexed n'a pas montré de différence de survie chez des patients
avec CBNPC de stade IV. En revanche, le doublet cisplatine/pemetrexed était supérieur dans
les CBNPC non-épidermoides, avec une survie globale (médiane) de 11,8 mois (versus 10,4
mois avec cisplatine/gemcitabine) (HR pour le décés = 0,81 ; IC95% 0,70 - 0,94). A l'inverse,
ce méme doublet était délétere dans les carcinomes épidermoides, avec une survie globale
(médiane) de 9,4 mois (versus 10,8 mois avec cisplatine/gemcitabine) (HR pour le déces =
1,23 ; IC95% 1,00 — 1,51). Actuellement, la prescription de pemetrexed est donc restreinte

aux CBNPC non-épidermoides.

Il est possible d’ajouter a la chimiothérapie a base de platine une thérapie anti-angiogénique,
le bevacizumab. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal anti-VEGF, dont l'efficacité a été
démontrée en termes de réponse et de survie. Ainsi, une meéta-analyse récente a partir de 4
essais de phase II-lll a montré un bénéfice de I'ajout du bevacizumab pour la survie sans
progression (SSP) (HR =0,72 ; IC95% 0,66 — 0,79 ; p<0.001) et la survie globale (HR = 0,90;
IC95% 0,81 — 0,99 ; p = 0,03) (Soria 2013). Les principales contre-indications a l'utilisation

du bevacizumab sont : I'histologie épidermoide, les formes proximales ou au contact des gros

vaisseaux, les antécédents d’hémoptysies, I'association a la radiothérapie, la présence d’une
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maladie cardiovasculaire sévére et instable. Le bevacizumab est ensuite poursuivi en

maintenance jusqu’a progression tumorale ou toxicité.

6.3.2. En cas de mutation activatrice d'EGFR

En cas de mutation activatriceEf5FR un traitement de premiére ligne par ITK de 'EGFR
peut étre proposé (erlotinib, gefitinib, afatinib). En effet, Mok et al. ont mené un essai de
phase Il randomisé de non-infériorité comparant une chimiothérapie par
carboplatine/paclitaxel a un traitement par gefitinib en premiére ligne chez une population de
CBNPC de stade IV enrichie en facteurs prédisposant pour la muta@¥B (population
asiatique, non-fumeuse, adénocarcinome) (Mok 2009). Dans le sous-groupe des patients avec
mutation dEGFR la SSP était plus longue dans le bras gefitinib que dans le bras
chimiothérapie (HR = 0,48; IC95% 0,36 — 0,64; p<0,001), tandis que pour les patients sans
mutation, la SSP était plus longue dans le bras chimiothérapie (HR avec le gefitinib = 2,85;
IC95% 2,05 - 3.98; p<0,001). De nombreux essais de phase Il ont validé I'efficacité du
gefitinib en premiére ligne de traitement dans une population de patients avec mutation
d’EGFR (Mitsudomi 2010, Maemondo 2010), tout comme I'erlotinib (Zhou 2011, Rossell
2012) et I'afatinib (Sequist 2013, Wu 2014). A la progression tumorale, une chimiothérapie a

base de sel de platine pourra étre prescrite, si I'état général du patient le permet.

6.3.3. Traitement de maintenance

La prescription d’'un traitement de maintenance aprés la chimiothérapf& tigrie est basée
sur le fait que le nombre de cycles administré 'Bhligne est limité par la toxicité du sel de

platine. Le concept de maintenance est réservée aux tumeurs contrblées a l'issue de la
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chimiothérapie de'¥®ligne (réponse ou stabilité), et regroupe deux stratégies : I'introduction
d’'une Zémeligne précoce (switch maintenance), ou la poursuite du produit de chimiothérapie
associé au platine, jusqu'a progression ou toxicité limitante (maintenance vraie). Les
principaux résultats des différents essais de phase Il sur la maintenance dans le CBNPC sont
présentés dans le tableau 3. Les seuls essais ayant montré un bénéfice de survie globale avec
un traitement de maintenance sont ceux ayant utilisé le pemetrexed, que ce i%?E}‘ﬂligné

précoce (Ciuleanu 2009) ou en continuation apres cisplatine/pemetrexed (Paz-Ares 2013), et
I'erlotinib en 2°™ ligne précoce (Cappuzzo 2010). En cas d'utilisation du bevacizumab en
association avec le doublet & base de platine, une chimiothérapie de maintenance par

bevacvizumab pourra étre utilisée.
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Tableau 3 : Résultats des principaux essais de phase Il de maintenance

Nom de I'étude patients bras de SSP  HR valeur SG (mois) HR valeur Référence
(n)  maintenance (Mois) dup dup
Maintenance de continuation
CECOG 352 gemcitabine 3,6 <0,001 13 0,195 Brodowicz
2006
soins de 2,0 11
support
Belani 255 gemcitabine 3,9 8,0 0,97 0,84 Treat 2010
soins de 3,8 9,3
support
IFCT-GFPC 0502 309 gemcitabine 3,8 0,56<0,001 12,1 0,89 0,387 Perol 2012
observation 1,9 10,8
PARAMOUNT 539 pemetrexed 4,4 0,60<0,001 13,9 0,78 0,0195 Paz-Ares
2013
soins de 2,8 11,0
B support
2°™ ligne précoce
Fidias 309 docetaxel 5,7 0,0001 12,3 0,0853  Fidias 2009
docetaxel 2,7 9,7
(retardée)
JMEN 663 pemetrexed 4,3 0,50<0,0001 13,4 0,779 0,012 Ciuleanu
2009
placebo 2,6 10,6
SATURN 889 erlotinib 3,0 0,71 <0,0001 12,0 0,81 0,0088 Cappuzzo
2010
placebo 2,8 11,0
IFCT-GFPC 0502 310 erlotinib 29 0,69 0,003 11,4 0,87 10,3043 Perol 2012
observation 1,9 10,8
Maintenance par 2 médicaments
ATLAS 768 bevacizumab 4,8 0,72 0,0012 15,9 0,90 0,2686 Johnson 2013
+ erlotinib
bevacizumab 3,7 13,9
AVAPERL 253 bevacizumab 7,4 0,57 <0,001 17,1 0,87 0,29 Barlesi 2013b
+pemetrexed
bevacizumab 3,7 13,2 Barlesi 2014
POINTBREAK* 939 bevacizumab 12,6 1,00 0,949 6,0 0,83 0,012 Patel 2013
+pemetrexed
bevacizumab 134 5,6

* I'essai POINTBREAK a randomisé les patients entre un bras carboplatine — pemetrexed —
bevacizumab (maintenance par bevacizumab — pemetrexed) et un bras carboplatine —
paclitaxel — bevacizumab (maintenance par bevacizumab). HR : hazard ratio. SSP : survie
sans progression. SG : survie globale.
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6.4.Populations particulieres : patients dgés et patients avec altération de I'état

général

Les sujets agés ont été dans la grande majorité des cas exclus des essais de phase Ill dans le
CBNPC. Outre la problématique du seuil de I'dge définissant un sujet agé (dans la plupart des
essais la limite est de 70 ans), ces patients étaient donc souvent traités par monothérapie
(Gridelli 2001, Gridelli 2003a, Kudoh 2006). L’essai IFCT-0501 a comparé une monothérapie
(gemcitabine ou vinorelbine) a un doublet par carboplatine /paclitaxel hebdomadaire (Quoix
2011). La SSP dans cet essai était doublée avec le doublet (6,1 mois versus 3 moais ;
p<0,0001), et la survie globale passait de 6,2 mois a 10,3 mois (p<0,0001). Cette étude a
permis de définir un nouveau standard thérapeutique chez le sujet 4gé avec CBNPC

(carboplatine /paclitaxel hebdomadaire), si I'état général le permet.

Les patients avec une altération de I'état général, ambulatoire plus de 50% la journée et
nécessitant une aide occasionnelle (PS (Performance status) a 2) sont plus exposés que les
patients avec un PS a 0 (pas d’altération de I'état général) ou 1 (fatigue modérée) a
développer des toxicités plus séveres de la chimiothérapie (Sweeney 2001). Par ailleurs, leur
survie est globalement plus mauvaise quel que soit I'dge du patient (Hesketh 2007). Les
recommandations actuelles sont donc de traiter ces patients par une monothérapie ou un
doublet de type carboplatine/paclitaxel hebdomadaire, mieux toléré que les autres doublets.
Un essai de phase lll randomisé a comparé un doublet par carboplatine/pemetrexed a une
monothérapie par pemetrexed chez des patients PS 2 avec CBNPC de stade avancé (Zukin
2013). La réponse était supérieure avec le doublet (23,8% vs 10,3% avec la monothérapie,
p=0,032), tout comme la SSP (5,8 mois vs 2,8 mois, p<0,001) et la survie globale (9,3 mois vs
5,3 mois, p=0,001). Ce bénéfice se faisait au prix d’'une surtoxicité (15,6% d’anémie grade 3-
4, 7,8% de neutropénie grade 3-4, 4 déces toxiques). Cette association n’a cependant pas

I’AMM en France actuellement pour ces patients.
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Enfin, les patients avec une altération majeure de I'état général (ambulatoire moins de 50% de
la journée (PS 3) ou alités en permanence (PS 4)) sont orientés vers des soins de confort
exclusifs, sauf en cas de mutation activatrice 8#FR ou il peut y avoir un intérét a la

prescription d’'un ITK de 'TEGFR (Inoue 2009).

6.5. Chimiothérapie de'?" et 3™ ligne

Lors de la progression thérapeutique, si I'état général le permet, il est possible de prescrire
une chimiothérapie de*?°ou 3™ ligne. En #™ligne, les produits validés suite & des essais

de phase II-1ll, sont I'erlotinib (quel que soit le statut mutationnel E@FR), le docetaxel et

le pemetrexed (pour les CBNPC non-épidermoides) (Shepherd 2000, Hanna 2004, Shepherd
2005). Le taux de réponse est compris entre 7% et 9%, avec une survie globale entre 7,5 et 9
mois, améliorée par rapport aux soins de confort seuls.*Bhligne, seul I'erlotinib a été

validé, avec une survie globale de 6,7 mois (versus 4,7 mois pour le placebo, p<0,001).

7. Principaux produits de chimiothérapie utilisés dans le traitement des CBNPC

7.1. Cisplatine (cis-diaminedichloroplatine(ll)) et carboplatine (paraplatine)

Les sels de platine utilisés en oncologie thoracique (cisplatine et carboplatine) sont des agents
alkylants (Figure 3). lls induisent la formation de ponts au niveau des brins d’ADN

(« adduits »), et empéchent ainsi la transcription et la réplication de I’ADN, et donc la mort
cellulaire (Figure 4). Le cisplatine entraine la formation d’adduits exclusivement au niveau
des bases puriques (A ou G), et se fixent essentiellement par leur atome de chlore au niveau
de l'azote 7 des guanines. Les adduits peuvent se former en intra-brin (méme brin d’ADN) ou

en inter-brin (& cheval sur les 2 brins d’ADN). Comme nous l'avons vu ci-dessus, les sels de
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platine sont les produits-clés dans la chimiothérapie des cancers bronchiques, que ce soit en
traitement adjuvant (stades Il), en association a la radiothérapie (stades lll), ou dans le

traitement des stades IV.
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Figure 3 : Composition moléculaire du cisplatine (A) et du carboplatine (B)
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Figure 4 : Mode d’action du cisplatine : formation d’adduits intra-brin (A et B) ou inter-brin
(€)

7.2. Anti-métabolites

Les anti-métabolites sont des agents anti-cancéreux qui inhibent directement ou indirectement
la synthése des nucléotides. Les anti-métabolites utilisés en oncologie thoracique sont la

gemcitabine et le pemetrexed (Figure 5). La gemcitabine (2'-deoxy-2',2'-difluorocytidine)
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inhibe la synthése de la pyrimidine, qui intervient dans la synthese des bases azotés de 'ADN
et de 'ARN (cytosine, thymine, uracile). Le pemetrexed est un composé proche de l'acide
folique. Il inhibe plusieurs enzymes intervenant dans la synthese des purines (composant
'adénine et la guanine) et des pyrimidines : la thymidilate synthase, la dihydrofolate

réductase et la glycamine ribonuclétideformyltransférase.
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Figure 5 : Composition moléculaire de la gemcitabine (A) et du pemetrexed (B)

7.3. Inhibiteurs du fuseau

Les poisons du fuseau sont des produits qui bloquent la synthese des microtubules, éléments
indispensables a la division cellulaire, comme les vinca-alcaloides (vinorelbine), ou bien en
empéchant la dépolymérisation de la tubuline (taxanes : docetaxel, paclitaxel), ce qui entraine
une inhibition de la migration des chromosomes vers les poles du noyau lors de la mitose

(Figure 6).
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Figure 6 : Composition moléculaire de la vinorelbine (A), du docetaxel (B) et du paclitaxel

©

8. Facteurs impliqués dans la résistance aux sels de platine

La chimiorésistance est un probléme fondamental dans la prise en charge du CBNPC de stade
IV. Environ un quart des patients aura une progression d’'emblée sous chimiothérdpfe de 1
ligne (patients chimioréfractaires) (Depierre 1994, Crino 1999, Kelly 2001, Rosell 2002,
Scagliotti 2002, Schiller 2002, Smit 2003, Gridelli 2003b, Fossella 2003, Georgoulias 2004).
La description et la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents a

la chimiorésistance sont des enjeux importants pour améliorer la prise en charge des patients.
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De maniére générale, la description et I'étude des biomarqueurs liés a la résistance a la
chimiothérapie ont été faites dans les stades précoces susceptibles de recevoir un traitement
adjuvant. En effet, la disponibilité de tissu tumoral en quantité suffisante pour effectuer les
tests d’expression (immunohistochimie (IHC) ou RT-PCR) est supérieure dans les CBNPC
opérés que dans les stades métastatiques ou le plus souvent ne sont disponibles que des
biopsies de petite taille. De méme, le nombre de patients ou de tumeurs testés est souvent
faible (moins de 100) dans les séries de CBNPC métastatiques, ce qui rend l'interprétation des
résultats délicate. Enfin, les tests effectués sont différents d’'une étude a l'autre (étude de
'expression génique par RT-PCR ou de la protéine par IHC), induisant une comparaison
difficile entre les études. Les principaux résultats des études sur ces biomarqueurs sont
présentés dans le Tableau 4. D’autres biomarqueurs ont été développés, comme la thymidilate
synthase pour le pemetrexed ou la beta-tubuline pour les taxanes, dans la prédiction de
réponse a d'autres produits de chimiothérapie que les sels de platine, et ne seront donc pas

développés ici.
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Tableau 4 : Différents biomarqueurs étudiés dans la prédiction de la chimiorésistance aux sels
de platine.

Biomarqueurs g/lléthode Role . Roéle prédictif
analyse pronostique
ERCC1 IHC* ou RT-PCR probable probable (stades localisés)
BRCALl IHC ou RT-PCR  probable incertain
MSH2 IHC incertain incertain
ABC transporteurs
P-glycoprotéine IHC incertain incertain
MRP IHC probable incertain
BCRP IHC incertain incertain
GSTP1 IHC ou RT-PCR incertain probable
p53 (mutations) IHC incertain probable (stade avanceé)
XPD (polymorphisme) incertain incertain
Kras (mutations) probable incertain
TEM IHC incertain probable

*I'utilisation de I'lHC pour ERCC1 n’est plus recommandée actuellement (Friboulet 2013a).
TEM : transition épithélio-mésenchymateuse.

8.1.ERCC1 Excision Repair Cross-Complementary group 1)

ERCC1 est une protéine intervenant dans le systeme NE&eptide-Excision Repaide
réparation de '’ADN. Le systeme NER permet la réparation de 'ADN en cas de dommages
importants de 'ADN (« bulky adducts ») qui entrainent des anomalies au niveau de la
conformation de la double hélice de 'ADN. Ce systeme est non spécifique, et entre en jeu
lors de dommages liés au rayonnement ultra-violet (UV) ou secondaires a l'utilisation de
produits formants des adduits, comme les sels de platine. Lorsque le systeme NER est active,
il se produit une incision au niveau de I’ADN de chaque c6té de la Iésion, une réparation de la

séquence excisée, puis une fermeture du brin dADN. ERCC1, qui forme un hétéro-dimere
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avec une autre protéine (XPkeroderma Pigmentosum group, lest une endonucléase qui

incise le brin d’ADN a la jonction du c6té 5’ par rapport a la lésion.

Dans les stades précoces de CBNPC, Olaussen et al. (2006) ont montré que I'expression
d’ERCCL1 était associée a une résistance a la chimiothérapie adjuvante a base de cisplatine.
L’expression d’ERCCL1 était effectuée par étude en IHC sur 761 prélévements tumoraux de
CBNPC de stade | a lll, traités ou non par chimiothérapie adjuvante. Quarante-quatre
pourcent des patients avaient une surexpression d’'ERCC1. Dans le groupe des patients ne
surexprimant pas ERCC1, la survie était supérieure chez les patients traités par chimiothérapie
adjuvante que chez les patients non traités (HR pour le déces = 0,65 ; IC50% 0,50 — 0,86 ;
p=0,002). Dans le groupe des patients surexprimant ERCC1, il n'y avait pas de bénéfice de
survie avec la chimiothérapie adjuvante (HR = 1,14 ; 1IC95% 8,84 — 1,55 : p=0,40), mais un
bénéfice chez les patients non traités (HR = 0,66 ; 1C95% 0,49 — 0,90 ; p=0,009). Une étude
récente sur les patients de la méme cohorte (étude IALT, n=769) d'IHC suissies
microarrays(TMA) a montré des résultats sensiblement différents (Pierceall 2012). En effet,
aucun effet pronostigue ou prédictif d'ERCC1 n'a été mis en évidence pour les
adénocarcinomes. Pour les carcinomes épidermoides, un impact pronostique et prédictif a été
montré sur la survie sans maladie a 5 ans (respectivement : HR=0,66 ; 1C95% 0,45-0,96 ; et
HR=2,02 ; IC95% 1,19-3,43), mais pas sur la survie globale a 5 ans. Les différences entre ces
résultats et ceux de l'étude d’Olaussen et al. peuvent étre expliqué par la différence de
technique utilisée (lames versus TMA, lecture manuelle versus automatisée), mais aussi
possiblement par un probleme d’anticorps. En effet, 'utilisation de I'lHC pour ERCC1 a été
récemment remise en question. Une étude récente a montré que I'étude d’ERCCL1 par IHC ne
permettait pas de détecter tous les isoformes d’ERCC1 (Friboulet 2013a). Les auteurs ont
testé 16 anticorps anti-ERCC1 différents commercialisés, et aucun des 4 isoformes d’ERCC1

n’était reconnu par ceux-ci. De plus, seul un des 4 isoformes (ERCC1-202) produisait une
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protéine capable de réparer les lésions d’ADN (Friboulet 2013a, 2013b). L'utilisation de

'HC ERCC1 n’est donc pas recommandée en pratique actuellement.

On notera enfin que notre équipe a mené une étude de phase Il (essai TASTE IFCT-0801) qui
a évalué une stratégie thérapeutique post-opératoire individualisée chez les patients opérés
d’'un CBNPC non épidermoide de stade Il — IlIA non N2 (Wislez 2014). Cette étude a
démontré la faisabilité de la recherche des mutations d’'EGFR et de I'expression d’ERCC1 par
IHC et de I'adaptation du traitement adjuvant dans un délai de 8 semaines suivant la chirurgie.
Du fait des problemes de robustesse de I'anticorps ERCC1, I'étude n’a pas été poursuivie en

phase IllI.

Dans les stades avances, plusieurs études ont étudié l'intérét dERCC1 comme facteur
prédictif de survie chez les patients traités par chimiothérapie a base de platine. Lord et al.
(2002) ont analysé I'expression d’ERCC1 par RT-PCR sur 56 prélevements de CBNPC de
stade Illb — IV traités par cisplatine/gemcitabine. L’expression d’'ERCC1 dans cette étude
était corrélée a une survie plus courte (61,6 semaines en cas de faible expression, versus 20,4
semaines en cas de forte expression). Cet impact était confirmé par une analyse multi-variée
(HR = 0,32; IC95% 0,14 — 0,71 ; p=0,005). Par contre, I'expression ’ERCC1 n’était pas
corrélée a la réponse a la chimiothérapie (taux de réponse : 52% en cas d’expression faible,
versus 36,4% en cas de forte expression ; p=0,38). Lee et al. (2009) ont également étudié
'expression d’ERCC1 par IHC sur 50 prélevements de CBNPC de stade lllb — IV traités par
chimiothérapie a base de platine. Une forte expression d'ERCC1 était associée a un mauvais
pronostic (en analyse multi-variée : HR = 3,156 ; IC95% 1,54 — 6,46 ; p=0,002). L’expression
d’ERCCL1 n’était pas corrélée a la réponse a la chimiothérapie (39% versus 32%, p=0,768).
Plus réecemment, Joerger et al. (2011) ont analysé I'expression d’'ERCC1 par RT-PCR sur 45
prélevements de CBNPC de stade lllb — IV traités par platine/gemcitabine. lls ont retrouvé

impact pronostique sur la survie dERCC1 chez ces patients traités par chimiothérapie (HR
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pour la survie en cas d’expression faible = 0,26 ; 1IC95% 0,08 — 0,83 ; p=0,02). L’'expression
d’ERCCL1 était également corrélée a la réponse a la chimiothérapie (taux de réponse : 21% en
cas de forte expression, versus 57% en cas de faible expression ; p=0,02), mais pas a la SSP
(HR = 0,71 ; IC95% 0,38 — 1,34 ; p=0,29). Papadaki et al. (2012) ont étudié I'expression
d’ERCC1 par RT-PCR sur 100 CBNPC métastatiques traité@”éerii@we par chimiothérapie

a base de platine. Une faible expression d’ERCC1 était associée avec une meilleure réponse a
la chimiothérapie (p=0,011), une meilleure SSP (p=0,029), et une meilleure survie (p=0,001).
Enfin, Lee et al. (2013) ont analysé I'expression d’ERCC1 par IHC sur 41 prélévements
d’adénocarcinomes bronchiques de stade lllb — IV traités par cisplatine /pemetrexed. lls ont
ainsi montré qu’une faible expression d’'ERCC1 était associée a une SSP plus longue qu’en
cas de forte expression (analyse univariée : médiane 6,4 mois versus 3,8 mois respectivement,
p=0,004 ; analyse multivariée : HR = 0,57 ; 1C95% 0,25 — 1,30). Une faible expression était
corrélée a une survie globale plus longue en uni- et multi-variée (HR = 0,59 ; IC95% 0,15 —

0,80).

Au total, I'expression d’ERCCL1 est clairement associée a la survie (facteur pronostique) et a
la réponse a la chimiothérapie a base de platine (facteur prédictif) dans les CBNPC localisés
traités par chimiothérapie adjuvante. Par contre, dans les formes avancées, si I'impact sur la
survie semble bien démontré (facteur pronostique), I'impact sur la réponse et la SSP est

encore a démontrer.

8.2.BRCA1 Breast Cancer 1)

BRCAL est un gene suppresseur de tumeur. Il intervient dans la réparation de '’ADN en
collaboration avec la protéine RAD51. Taron et al. (2004) ont étudié I'expression de BRCAL

par RT-PCR sur 55 prélevements de CBNPC opérés et ayant recu une chimiothérapie
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préopératoire par cisplatine/gemcitabine. Une faible expression de BRCA1 était associée a
une meilleure survie : la médiane n'était pas atteinte pour le groupe de patients avec le plus
faible niveau d’expression, versus 12,7 mois pour ceux avec le plus haut niveau d’expression
(p=0,01) (HR=0,22 ; IC95% 0,06 — 0,77 ; p=0,018). Par contre, le taux de réponse n’était pas
statistiquement différent, malgré une tendance a une meilleure réponse en cas de faible niveau
d’expression par rapport a la forte expression (66,7%, versus 58,3%). Une étude récente n'a
pas retrouvé I'impact prédictif de BRCAL pour la chimiothérapie adjuvante a base de platine
sur une cohorte de 769 patients issu de I'essai IALT de chimiothérapie adjuvante (Pierceall
2012). Un essai de phase lll a testé la personnalisation du traitement adjuvant en fonction de
'expression de BRCAL (Sanchez 2012). En cas de faible niveau d’expression, les patients
recevaient un doublet par cisplatine/gemcitabine, en cas d’expression intermédiaire un doublet
par cisplatine/docetaxel, en cas de forte expression une monothérapie par docetaxel. Quatre-
vingt trois patients de la phase pilote ont été éligibles, dont 53% avec une faible expression et
13,3% une forte expression. La SSP et la survie globale ne différaient pas entre les 3 groupes

de patients (p=0.58).

Dans les stades métastatiques, Rosell et al. (2009) ont mené une étude de phase Il dans
laquelle 123 CBNPC non-épidermoides étaient traités en fonction de leur statut EGFR
(erlotinib si mutation, sinon chimiothérapie cytotoxique). Dans ce dernier cas, le doublet de
chimiothérapie était adapté en fonction du niveau d’expression de BRCAL évalué par RT-
PCR, selon le schéma décrit ci-dessus (Sanchez 2012). Le taux de réponse était de 21,1%
(faible expression), 40% (expression intermédiaire) et 39,4% (forte expression). La médiane
de survie globale était de 11 mois pour les patients avec une faible expression, 9 mois pour les
patients avec une expression intermeédiaire, et 11 mois pour les patients avec forte expression
de BRCAL. Le taux de survie a 2 ans était de 41,2%, 15,6% et 0%, respectivement, et donc

supérieur en cas de faible expression de BRCA1. Un essai de phase Ill est en cours de
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recrutement pour évaluer l'intérét pronostique et/ou prédictif de BRCAL1l et de RAP80
(protéine nucléaire interagissant avec BRCA1) dans le CBNPC de stade avancé (essai BREC,

NCT00617656).

Au total, il est difficile de conclure a un impact prédictif de BRCA1, car dans ces études il n'y
avait pas de comparaison de la survie en fonction du statut BRCAL chez les patients n'ayant
pas recu de chimiothérapie adjuvante. Il semble exister un rdle pronostique, notamment dans

les stades avancés (Rossell 2009).

8.3.MSH2 (Muts Homolog 2)

MSH2 est une enzyme intervenant dans la voie MMishatch repair de réparation de

'ADN. La voie MMR est mise en jeu lors de la réparation des mésappariements
(hétéroduplexes) des bases d’ADN lors des erreurs de duplication. Elle agit sous forme
d’hétérodimeéres, et se fixe au niveau des sites lésés. S’ensuit alors une succession de
mécanismes de réparation (excision des bases mésappariées par les nucléases, resynthese du
brin Iésé et ligature des brins). Des anomalies génétiqubkS#2 sont présentes dans prés

de 90% des formes héréditaires du cancer colique (syndrome HPCC). Le réle pronostique et
prédictif de MSH2 dans le CBNPC a été étudié sur la cohorte de patients de I'essai IALT de
chimiothérapie adjuvante (n=769) (Pierceall 2012). L’'expression de MSH2 a été étudiée par
IHC. MSH2 n’avait aucun réle pronostique ou prédictif pour les adénocarcinomes. Pour les
carcinomes épidermoides, I'impact pronostique de MSH2 était retrouvé en analyse univariée,
avec pour la survie sans maladie a 5 ans un HR de 0,67 (IC95% 0,47-0,96 ; p=0,03), mais pas
en analyse multivariée (HR=0,76 ; IC95% 0,53-1,09 ; p=0,14). MSH2 n’avait aucun impact
pronostique sur la survie globale a 5 ans. Concernant le réle prédictif, MSH2 avait un impact

significatif sur la survie sans maladie a 5 ans en analyse uni- et multivariee (HR=1,72;
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IC95% 1,03-2,87 ; p=0,04), mais pas sur la survie globale a 5 ans (HR=1,37 ; IC95% 0,82-
2,30 ; p=0,24). D’autres études n’ont trouvé aucun impact de MSH2 sur la survie globale ou
la survie sans maladie dans les CBNPC de stade précoce (Cooper 2008, Kouso 2008, Xie
2014). Au total, le role pronostique et prédictif de MSH2 apparait incertain dans les CBNPC

de stade précoce, et reste largement sous-étudié dans les stades avances.

8.4. ABC transporteurs

Les transporteurs ABCA(TP-Binding cassetlesont des transporteurs transmembranaires
impliqués dans I'efflux cellulaire d’un certain nombre de substrats, dont plusieurs agents de
chimiothérapie, comme les anthracyclines, les vinca-alcaloides, les taxanes, la mitoxantrone,
les inhibiteurs de topoisomérase | (Tan 2000). Leur implication dans la chimiorésistance a été
évoquée dans de nombreuses études cliniques, notamment concernant la P-glycoprotéine,
MRP et ABCG2, mais avec des résultats souvent divergents, comme nous allons le

développer ci-dessous.

8.4.1. P-glycoprotéine (P-gp, MDR1)

La P-gp, codée par le gemdDR1, est le premier transporteur ABC a avoir été décrit.
Plusieurs études ont cherché une corrélation entre I'expression de la P-gp et la réponse ou la
survie sous chimiothérapie dans les CBNPC. Ainsi, Yeh et al. ont étudié prospectivement
I'expression de la P-gp par IHC et la réponse a la chimiothérapie par cisplatine/paclitaxel chez
50 patients de stade lllb-1V (Yeh 2003). Sur 22 patients ne répondant pas a la chimiothérapie,
15 (68%) avaient une expression de P-gp, tandis que les patients (n=28) ayant répondu a la

chimiothérapie n’avait pas d’expression de P-gp (p<0,05). On note cependant des résultats
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divergents selon les études, avec par exemple une absence totale de relation avec la réponse a
la chimiothérapie, la SSP ou la survie globale dans I'étude de Yoh et al. (Yoh 2004) sur 72
prélevements de CBNPC évalués en IHC. La présence d'un polymorphisme au niveau
C3435T deMDR1, qui induit des modifications fonctionnelles de la protéine (Hoffmeyer
2000), pourrait également étre associée a une moindre sensibilité a la chimiothérapie a base

de platine (Wei 2012).

8.4.2. MRP1, MRP2, MRP3 (ABCC1, ABCC2, ABCC3)

MRP1 est surexprimée dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales ainsi que dans de
nombreuses tumeurs solides (Cole 1992, Loe 1996). Son réle dans la chimiorésistance a été
décrit dans le cancer bronchique (Ota 1995). Plusieurs génes homologues de MRP1 ont depuis
été découverts, commdRP2 etMRP3 (Allikmets 1996, Kool 1997). L’expression de MRP1,
évaluée par RT-PCR, est associée a une moins bonne réponse histologique et a une SSP plus
courte chez des patients avec CBNPC de stade lllaN2 ayant recu une chimiothérapie
préopératoire a base de platine (Li 2009). Cependant, aucun impact prédictif n’a été mis en
évidence pour I'expression de MRP1 et MRP2 chez 782 patients traités par chimiothérapie
adjuvante (Filipits 2007). Du point de vue pronostique, MRP2 était par contre associée a une
survie globale plus courte (HR pour le décés = 1,37 ; IC95% 1,09 — 1,72 ; p = 0,007). Les
données concernant un role prédictif de MRP restent donc divergentes dans les CBNPC de

stade précoce.
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8.4.3. ABCG2 (Breast Cancer Resistance Protein, BCRP)

Plusieurs études se sont intéressées au role prédictif et pronostigue d’ABCG2 dans le
CBNPC. Yoh et al. (2004) ont étudié I'expression en IHC de plusieurs transporteurs ABC,
dont ABCG2, dans 72 prélevements de CBNPC de stade IlIb—IV traités par chimiothérapie a
base de cisplatine. Seule I'expression d’ABCG2 avait un impact prédictif, avec un taux de
réponse de 24% versus 44% (ABCG2 positif et ABCG2 négatif, respectivement ; p=0,08) et
une SSP de 2,8 mois versus 5,1 mois (ABCG2 positif et ABCG2 négatif, respectivement ;
p=0,0003 ; HR = 2,85 ; IC95% 1,48 — 5,50). Dans une autre étude (Ota 2009) sur 156 CBNPC
métastatiques traités par chimiothérapie a base de platine, I'expression d’ABCG2 n’était
cependant associée ni au taux de réponse a la chimiothérapie ni a la SSP. La encore, le role

prédictif ’ABCG2 n’est pas confirmé.

8.5. Gluthatione-s-transferase-pi (GSTP1)

GSTP1 appartient a la famille des Gluthatione-S-transférase (GSTs). Les GSTs représentent
une famille d’enzymes intervenant dans la détoxification cellulaire, par catalisation de
composeés hydrophobiques et électrophiliques comportant une gluthatione réduite, comme les
produits comportant du platine. La surexpression de GSTP1, en IHC ou RT-PCR, a été
corrélée a une moins bonne réponse a la chimiothérapie a base de cisplatine dans plusieurs
études (Bai 1996, Arai 1997, Nakanishi 1999). Plusieurs études se sont également intéressées
a I'impact du polymorphisme d&STP1 sur la réponse a la chimiothérapie a base de
cisplatine dans le CBNPC, avec des résultats contradictoires. Le polymorphisme lle105Val
(342A>G), le plus connu, agit sur I'activité catalytique et la stabilité de la protéine, ainsi que
sur la capacité de conjugaison a plusieurs substrats, dont les sels de platine (Allan 2001).

Certaines études ont pu montrer une corrélation entre le polymorphisme 342A>G et la
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résistance a la chimiothérapie (Ke 2012), d’autres aucun impact (Booton 2006, Kalikaki 2009,
Ada 2010). D’autres études ont montré une association entre ce polymorphisme et une
sensibilité a la chimiothérapie (Sun 2010). En conclusion, le réle prédictif de GSTP1 est

probable, mais celui de son polymorphisme n’est pas prouve.

8.6.p53

La protéine p53 est un facteur de transcription clé qui intervient en situation de stress
cellulaire. En présence de Iésions de I'ADN, p53 est capable de stopper la cellule en phase G1
pour entamer les processus de réparation cellulaire. Environ deux-tiers des CBNPC présentent
une mutation de@53 (Kishimoto 1992, Fouquet 2004), avec une corrélation a l'intoxication
tabagique (Hainaut 2001). Ces mutations se situent dans la majorité des cas au niveau du
domaine de liaison des promoteurs des génes cibles, et induisent une chimiorésistance par
inhibition de I'apoptose (Brown 1999). Dans les CBNPC de stade avancé, la présence d’'une
mutation dep53 étudiée par IHC est ainsi associée a une chimiorésistance (Kandioler-
Eckersberger 1999, Nakanishi 1999, Gregorc 2003, Miyatake 2003), avec un odds ratio pour
la réponse tumorale de 0,25 (IC95% 0,12 — 0,52) dans la revue de Sekine et al. (2006). A
l'inverse, dans les CBNPC opérés et recevant de la chimiothérapie adjuvante, la présence de
mutation dep53 étudiée par IHC ne semble pas jouer de rdle prédictif (Tsao 2007). En

conclusion, p53 a peut-étre un réle prédictif dans les CBNPC de stade avance.

8.7.XPD (ERCC2, Excision Repair Cross-Complementary group 2)

La protéine XPD est une hélicase-$3’) qui intervient dans le systeme NER mis en jasg lo

de la réparation des lésions d’ADN. Une fois le site du dommage reconnu, XPD est recrutée

44



et déroule les doubles brins d’ADN autour de la Iésion (Schaeffer 1993), avant la mise en jeu
des endonucléases (cf ci-dessus). La présence de polymorphisme de XPD a été décrite comme
étant de mauvais pronostic chez les patients traités par cisplatine pour un CBNPC
(Gurubhagavatula 2004, de las Pefias 2006). Cependant, une méta-analyse récente reprenant
12 études du polymorphisme de XPD n’a pas montré de corrélation avec la réponse a une

chimiothérapie a base de sel de platine dans les CBNPC de stade avancé (Wei 2011).

8.8.Kras

La présence de mutations #&as, comme nous l'avons vu ci-dessus, est un événement
fréquent dans les CBNPC. Sa présence est associée a une non-réponse aux ITK de lEGFR
(Eberhard 2005, Pao 2005). Concernant la réponse a la chimiothérapie, les résultats des études
sont divergents, la plupart des études ne retrouvant pas d’effet (Tsai 1993, Rodenhuis 1997,
Kalikaki 2010, Mellema 2013). Une revue de la littérature a ainsi montré une absence de lien
entre la mutation diras et la réponse a la chimiothérapie cytotoxique pour les patients ayant

un CBNPC (Loriot 2009).

8.9. Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus cellulaire qui permet a une cellule
épithéliale d’acquérir un phénotype mésenchymateux. Au niveau cellulaire, la TEM est
caractérisée par une perte de la polarité apico-basale ce la cellule, une perte de I'ancrage

cellulaire, et une augmentation de la migration cellulaire. On distingue 3 formes de TEM.

La TEM de type 1 se rencontre de maniére physiologique dans les premiers stades du

développement, au moment de limplantation de I'embryon, de I'embryogénése et de
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'organogenése. (Aplin 1998). La TEM de type 2 est associée a la régénération tissulaire et
aux processus fibrosants. (Kim 2006). La TEM de type 3 concerne les cancers et serait
associée a la capacité des cellules cancéreuses de migrer de la tumeur primitive dans la
circulation générale, de se fixer au niveau des sites métastatiques et d'y proliférer. De
nombreuses études vitro et in vivo ont pu montrer que les cellules carcinomateuses
exprimaient des marqueurs mésenchymateux (vimentine, desmine...). Ces cellules sont plus
souvent observées en bordure de tumeur, renforcant I'hypothése d'un rdéle supposé dans la
migration tumorale et la formation de métastases (Brabletz 2001, Thiery 2002, Fidler 2008,
Yang 2008). Aprées le stade d’extravasation, la cellule tumorale subit un phénoméne inverse
de transition mésenchymo-épithéliale (TME), avec recouvrement des caractéristiques
cellulaires initiales, prolifération cellulaire et formation d’'un nouveau clone (Zeisberg 2005,

Jechlinger 2002).

La TEM est caractérisée par la perte des marqueurs épithéliaux (E-cadhérine) et I'acquisition
de marqueurs mésenchymateux (N-cadhérine, vimentine) (Kalluri 2009). Au niveau des voies
d’activation cellulaire, il y a une activation de la voie Notch, avec expression notamment des
protéines de type « en doigt de zincsin€-finger domain protein) Snails (Snaill, Snail2,
Snail3) ou ZEB Zinc finger E-box-binding homeohoZEB1, ZEB2). Le TGP joue
également un réle, via son récepteur PEF L’activation en aval des facteurs Smad et Nf-

kB. SNAIL, ZEB1 et ZEB2, ainsi que TWIST2, vont étesponsables de I'inhibition de la

transcription du gene CDHL1, codant pour I'E-cadhérine (Kalluri 2009).

Le réle de la TEM dans la chimiorésistance est débattu. Plusieurs travaux ont montré une
association entre TEM et résistance a la chimiothérapie dans les CBNPC. Ainsi, l'inhibition
de Snail sur une lignée d’adénocarcinome bronchique résistante au cisplatine, induit une
sensibilisation au cisplatine, parallélement a I'inhibition de la TEM, de la migration et de

linvasion cellulaire (Wang 2014). Des résultats similaires ont été obtenuso etin vivo
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sur un modéle d’adénocarcinome bronchique résistant au docetaxel, via I'inhibition de ZEB1

(Ren 2013).

8.10. Synthese sur les facteurs de résistance a la chimiothérapie a base de sels de

platine dans le CBNPC

Au total, de nombreux facteurs ont été décrits comme prédictifs de résistance a la
chimiothérapie par sel de platine. Cependant, les résultats sont variables d’une étude a I'autre,
en fonction des indications (chimiothérapie péri-opératoire ou chimiothérapie des CBNPC de
stade avancé), du type histologique étudié, des techniques utilisées, avec des études
monocentriques, ayant inclus pour la plupart un petit nombre de patients, de maniére
rétrospective. Il est probable qu’il n’existe pas un acteur de résistance a la chimiothérapie au
sein d'une méme tumeur, mais de multiples, qui interagissent entre eux. Par ailleurs, de
nombreux autres facteurs peuvent influencer la sensibilité a la chimiothérapie, et n'ont été que
peu ou pas exploré, comme l'impact du microenvironnement tumoral, de I'hypoxie, des
facteurs pharmacogénomiques, ou enfin le réle des cellules souches cancéreuses (CSC). Le
réle des CSC dans la chimiorésistance a été évoqué dans plusieurs études, dont le CBNPC
(Perona 2011). Plusieurs voies d’activation cellulaire sont activées de maniére préférentielle
au sein des CSC, comme les voies Sonic Hedgehog (Shh)\Wihgl€ss Integration sijest

Notch.
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9. Voie Shh

9.1.Protéine Shh

La voie de signalisation Hedgehog fait intervenir 3 types de protéines : Indian, Desert et Sonic
Hedgehog. Chez les mammiféres, la protéine Shh est celle qui intervient de maniéere
préférentielle. Son géne, situé en 7936, produit une pré-protéine de 45kDa, qui va subir dans
les conditions physiologiques un certain nombre de modifications post-transcriptionnelles
(Lee 1994). Cette pré-protéine contient notamment en son sein un site d’auto-clivage, qui va
permettre le clivage protéique en un résidu N-terminal (Shh-N) de 20kDa et un résidu C-
terminal (Shh-C) de 25kDa (Lee 1994). La protéine Shh-C possede une activité cholestérol-
transférase, qui va permettre I'adjonction de cholestérol a la partie C-terminale de Shh-N
(Porter 1996, Pepinsky 1998). Secondairement, une nouvelle modification lipidique se produit
avec ajout de résidus palmitoyl a la protéine Shh-N (palmitoylation). Toutes ces modifications
lipidiques vont permettre a la protéine Shh de s’ancrer a la membrane cellulaire, avant d’étre
sécrétée dans I'espace extracellulaire (Robbins 2007). En outre, la forme palmitoylée de Shh-
N serait environ 30 fois plus active que sa forme non palmitoylée (Wendler 2006). Toutes les
fonctions physiologiques durant le développement sont liées a la forme Shh-N. La protéine
Shh-C n’a pas de fonctions biologiques connues a I'état physiologique en dehors de son

activité cholestérol-transférase, et est également sécrétée dans I'espace extracellulaire.

9.2. Activation de la voie Shh

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch), dont il existe 2 isoformes (Ptchl et
Ptch2). Ptch comprend 12 domaines transmembranaires. En I'absence de ligand (figure 7A),

Ptch inhibe la migration a la membrane de la protéine Smoothened (Smo), en la maintenant a
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I'état inactif a I'intérieur de la cellule. Les facteurs de transcriptions Gli (Glil, Gli2 et Gli3)
sont alors liés a la protéine SUFBuppressor of fused homolog) et restent inactifs dans le
cytoplasme (Kogerman 1999). Gli3 est également phosphorylé par la P&ife kinase

A) et va ainsi produire une protéine inhibitrice GLIR qui a une action de répression de la

transcription des genes cibles de Shh.

Lorsque Shh se fixe a son récepteur Ptch (figure 7B), il y a levée de l'inhibition de Smo qui

va alors migrer a la membrane. Les facteurs de transcription Gli se dissocient ensuite de
SUFU pour migrer dans le noyau et activer la transcription des genes cibles. On note qu’une
fois que Shh est lié a Ptch, il y a une internalisation du complexe Shh-Ptch dans la cellule
avant sa dégradation dans le lysosome (Torroja 2004, Beckett 2008). Aucune différence en

terme de genes cibles n’a été mise en évidence entre Glil, Gli2 et Gli3.

Certains auteurs ont soulevé la possibilité d’'une activation de Gli indépendante de la fixation
de Shh sur son récepteur Ptch (activation « non-canonique » de Gli) (Lauth 2007, Mimeault
2010). Ainsi, I'activation de Ras, du TGu d’EGFR pourrait également activer Glil et

Gli2 et la transcription des génes cibles.
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A B

vismodegib (GDC 0449)
cyclopamine Shh

Figure 7 : Voie Shh. A: en l'absence de fixation de Shh sur Ptch, Ptch exerce une action
inhibitrice sur Smo. Gli est associé a SUFU dans le cytoplasme et est inactif. B : en cas de
fixation de Shh sur Ptch, il y a levée de I'inhibition de Smo et activation de Gli qui va passer
dans le noyau et activer la transcription des génes cibles, a I'aide du complexe hPAF.

9.3. Co-facteurs nucléaires de Gli: réle du complexe PRNA Polymerase II-

Associated Factor

Le complexe humain PAFhgman RNA Polymerase ll-Associated Farest composé de 5
sous-unités différentes: hPAF1 (ou hpAF1C, également appelé HHRAcréatic
Differenciation 2)), parafibromine, hLeol, hCtr9 et hSki8 (Chaudhary 2007). Les rOles de ce
complexe sont variés : il intervient lors de linitiation de la transcription et I'élongation, et
comme régulateur du cycle cellulaire. Il semble que le complexe PAF soit directement
sollicité lors de l'activation de la voie Shh. En effet, une des unités du complexe (la
parafibromine), est capable de se lier a Glil, Gli2 et Gli3, et va ainsi permettre la transcription

des génes cibles (Mosimann 2009). PAF serait aussi mis en jeu lors de I'activation d’une autre
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voie liée aux CSC, la voie Wnt (Mosimann 2006). De maniére intéressante, le complexe PAF
jouerait un role direct lors de I'oncogenése. L'unité hPAF1 a été identifiée en 1991 (Batra
1991), mais son rdle dans lI'oncogenéese n'a été objectivé que récemment. Moniaux et al.
(2006) ont montré que hPAF1 était surexprimé au sein des cellules tumorales pancréatiques
peu différenciées de la lignée Pancl. De plus, l'induction d’'une surexpression de hPAF1 au
sein de fibroblastes (NIH3T3) entrainait I'acquisition d'un phénotype tumoral, avec
notamment formation de tumeur vivo (xénogreffes). hPAF1 est surexprimé au sein des
cellules souches embryonnaires (Ponnusamy 2009). La surexpression de hPAF1 dans les
cellules Pancl est liee a une amplification du locus 19931.1. La mise en évidence d'une
amplification de ce locus a été mise en évidence dans d’autres types tumoraux, comme le
glioblastome (Huntsman 1999) ou le carcinome ovarien (Tang 2002). Son rble éventuel dans

le CBNPC est jusqu’a présent inconnu.

9.4.R0le du cilium primaire a I'état physiologique

Le cilium primaire est une expansion de la membrane cellulaire vers le milieu extracellulaire.
Il est directement lié au centriole qui produit un axonéme, véritable colonne vertébrale du
cilium (Satir 2007). Le cilium a des propriétés importantes a I'état physiologique dans de
nombreuses voies de signalisation cellulaire, dont la voie Shh. En effet, a I'état inactif, il
existe une accumulation de SUFU couplé aux protéines Gli, tandis que Smo reste a distance
du cilium (Haycraft 2005). A l'inverse, quand Shh se fixe a Ptch, il y a une accumulation de
Smo dans le cilium qui va pouvoir étre activé a la membrane cellulaire (Corbit 2005). Son
activation va entrainer une libération de Gli du complexe SUFU-GIi et la transcription des

genes cibles, comme nous I'avons vu ci-dessus.
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9.5.Phénomenes de rétrocontrble négatif

A I'état physiologique, plusieurs phénomenes de rétrocontrdle négatif sont mis en jeu lors de
l'activation de la voie Shh. Parmi ceux-ci, la protéine HH#fedgehog Interacting Protein)

est une protéine qui va se lier a Shh au niveau de la membrane cellulaire et ainsi entrer en
compétition avec Ptch (Chuang 1999). La liaison de Ptch avec son ligand Shh va également
exercer un phénomeéne de contréle négatif par phénoméne d’endocytose (Torroja 2004,
Beckett 2008). Enfin, les protéines ZIC sont des facteurs de transcription, qui interagissent
avec les protéines Gli via leur domaine a doigt de zinc (Koyabu 2001), et ont une activité
activatrice ou inhibitrice de Gli en fonction du type de cellule et des conditions (Mizugishi

2001).

9.6.Voie Shh dans le développement embryonnaire

La voie Shh est capitale durant le développement embryonnaire (McMahon 2003). Son
activité est cependant dépendante du site de I'organisme ou la voie est activée. Ainsi, chez le
mammifére, Shh agit comme un morphogeéne au niveau du développement des membres,
déterminant I'identité et le nombre des doigts. Il agit également comme morphogene pour le
développement du systeme nerveux central au niveau de la créte neural, avec un effet
inducteur dans I'axe dorso-ventral. Son action dans le développement pulmonaire est plus
complexe. En effet, le développement de I'axe bronchique se fait par ramification. La mise en
place de I'arbre aérien se fait entre f'%et la 16™ semaine, par ramification dichotomique

a partir du bourgeon épithélial original. Plusieurs facteurs sont inducteurs de ce
bourgeonnement, et sont produits par le mésenchyme a destination des cellules épithéliales. II
s’agit principalement du FGF-1CFiproblast Growth Factor-10), qui va se fixer a son

récepteur FGFR2HGF Receptor-R au niveau épithélial. Plusieurs facteurs interviennent

52



comme régulateur de ce bourgeonnement épithélial. Certains sont externes a I'épithélium,
comme le TGB (Transforming Growth Factof), ou ont une action interne a I'épithélium,
comme Sprouty2 ou Wnt, mais les principaux sont sécrétés par I'épithélium a destination du
mésenchyme, comme Shh ou BMRBoifle Morphogenic Protein 4). Ainsi, Shh réprime
fortement I'expression de FGF-10 dans le mésenchyme (Figure 8). L'apparition de nouveaux
foyers sécréteurs de FGF-10 provoque le bourgeonnement dichotomique. Shh agit donc

comme régulateur spatial de FGF-10 durant le développement de I'arbre bronchique.

Bourgeon épithélial Mésenchyme

Figure 8 : Interactions épithélium - mésenchyme lors du bourgeonnement et de la ramification
bronchique au cours du développement, et réle de Shh. La croissance épithéliale est stimulée
par la sécrétion de FGF-10 par le mésenchyme. Des facteurs régulateurs vont intervenir,
comme Shh, Sprouty (Spry2), TGFWnt et BMP4. Shh va ainsi étre sécrétée par
I’épithélium dans le mésenchyme et va inhiber FGF-10. La balance Shh-FGF-10 va permettre
la ramification et la dichotomie bronchique. D’aprés Affolter et al. (2009).

9.7.Voie Shh et cancer

La voie Shh est réactivée dans un certain nombre de cancers solides. Plusieurs mécanismes
ont été décrits. La voie Shh peut ainsi étre activée via la présence de mutations somatiques au

niveau des différents effecteurs de cette voie. Ainsi, le syndrome de Gorlin, qui induit la
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formation de carcinomes baso-cellulaire multiples, de rhabdomyosarcomes et de
médulloblastomes, est caractérisé par la présence de mutations constitutionnelles
inactivatrices dd”tch, qui induit donc une activation continue de Smo (Hahn 1996, Johnson
1996). Des mutations dSUFU ont également été décrites dans les médulloblastomes
sporadiques (Raffel 1997). Dans les formes sporadiques de carcinomes baso-cellulaires, il
existe une mutation de la voie Shh (mutation inactivatricBtdle ou mutation activatrice de

Smo) dans environ 70% des cas (Tang 2007). L'importance de l'activation de la voie Shh
dans les carcinomes baso-cellulaires a permis le développement et la mise sur le marché d’un

inhibiteur de Smo (vismodegib, Erivedge® (Genentech, USA)) dans cette indication.

Dans de nombreux autres cancers, une activation de la voie Shh a été décrite sans mise en
évidence de mutation de la voie Shh. Il s’agit d'une activation auto- et/ou juxtracrine. Un tel
mécanisme d’activation a été mis en évidence dans les cancers du sein, du pancréas et de la
prostate (Karhadkar 2004, Kubo 2004, Thayer 2003), mais également dans les CBPC. L'étude
de I'expression de Shh et Glil par immunohistochimie et Western Blot sur des prélevements
tumoraux et des lignées cellulaires de CBPC a mis en évidence une surexpression de ces
protéines par les cellules tumorales (Watkins 2003). L’inhibition de la voie Shh par la
cyclopamine (inhibiteur de Smo, Figure 1B) inhibait la croissance tumorale des cellules de
CBPCin vitro etin vivo sur des xénogreffes. Ces résultats ont été confirmés sur des modéles
murins transgéniques, porteuses d'une délétiorRb# (retinoblastoma 1) et ddRP53
(transformation related protein 53) (Park 2011). La délétion de Smo dans ces modeles, ainsi
qgue l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la voie Shh, inhibaient la croissance
tumorale. Ces résultats ont conduits a la mise en place par I'Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG) d’'un essai clinique de phase Il testant I'intérét de I'ajout du vismodegib a une
chimiothérapie par cisplatine et etoposide (CE) dans les CBPC disséminé, en premiére ligne

de traitement (essai ECOG-1508). Aucune difference en terme de SSP (médiane 4,4 mois
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(CE) versus 4,6 mois (CE + vismodegib)) ni de survie globale (médiane 9,1 mois (CE) versus
9,8 mois (CE + vismodegib)) n'a été mise en évidence entre les deux groupes de patients
(Belani 2013). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats négatifs, comme
'absence de sélection d’'un phénotype de patients particuliers (I'inhibition de la voie Shh

n'est-elle bénéfigue que pour les patients chimiorésistants ?), I'absence de biomarqueur
permettant d’identifier les patients susceptibles de bénéficier du vismodegib, ou encore le

modele de traitement concomitant (chimiothérapie et vismodegib) utilisé dans cet essai.

La voie Shh est également réactivée dans le CBNPC. Yuan et al. (2007) ont montré une
activation de la voie Shh dans un certain nombre de lignées cellulaires de CBNPC. lIs ont
analysés l'expression de Glil par IHC sur un panel de 120 échantillons de cancers
bronchiques (tissue microarray). lls ont ainsi mis en évidence une positivité dans 87% des
adénocarcinomes et 93% des carcinomes épidermoides. Une autre étude par IHC des
différents composants de la voie Shh sur 80 piéces chirurgicales de CBNPC (stade | a lll) a
montré une expression de Shh (97,5%), Ptchl (78,7%), Smo (72,5%), Glil (98,7%) et Gli2
(87,5%) (Gialmanidis 2009). L’expression était présente uniquement dans les cellules
tumorales. Les tissus normaux péri-tumoraux étaient négatifs. Dans une autre étude de 248
CBNPC de stade précoce, I'expression des differents composants de la voie Shh n’était pas
corrélée a la survie sans récidive ou a la survie globale (Raz 2012). Ces résultats confirment

gue la voie Shh est activée dans les CBNPC.

L’hypothése d'un réle pro-tumoral de la voie Shh dans les CBNPC a été confirmée par une
étude récente (Huang 2014). Les auteurs ont analysé I'expression de la voie Shh, par PCR sur
2 cohortes différentes de patients ayant un carcinome épidermoide bronchique (n=178 et
n=56), ainsi que sur 4 lignées de carcinome épidermoide bronchique (H520, H2170, H226, et
SK-MES-1). La voie Shh était activée dans les prélevements de ces 2 COMOMERD,

l'inhibition de la voie Shh, notamment I'inhibition de Gli2 par siRNA ou par une molécule
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inhibitrice (GANT61), diminuait la prolifération et activait I'apoptose. L’utilisation de
GANT61 in vivo sur des modeles de xénogreffes montrait également une activité anti-

tumorale.

9.8. Génes cibles de I'activation de Shh dans le cancer

Les génes activés par les facteurs de transcription Gli dans la voie Shh sont trés différents en
fonction du contexte et du type de cellule concerné (Katoh 2009). La plupart des génes sont
impliqués dans la prolifération (comnvyc), la survie cellulaire, la TEM et le phénotype de

CSC (commeCD44, CD133). Il existe également des géenes cibles de Gli qui vont exercer un
rétrocontrble négatif de la voie Shh. Le tableau 5 résume, de maniére non exhaustive, les

principaux genes cibles de I'activation de la voie Shh.
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Tableau 5 : Principaux génes cibles de la voie Shh. D’apres Katoh (2009)

Géne

TEM

CSC

rétrocontréle positif de la voie Shh
rétrocontrble négatif de la voie Shh

prolifération cellulaire

survie cellulaire

autres

FOXC2
SNAI1
TWIST2
ZEB1
ZEB2
JAG2
FST
GREM1
BMP4
WNT2B
WNT5A
PDGFRA
BMI1
LGRS
CD44
CD133
GLI1
PTCH1
PTCH2
HHIP1
MYCN
CCND1
CCND2
CCNE
FOXM1
CCNB1
CDC25B
BCL2
CFLAR
FOXF1
FOXL1
PRDM1
PTHLH
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9.9.Voie Shh, CSC et chimiorésistance

9.9.1. Généralités sur les CSC

Les CSC sont les cellules tumorales initiatrices du cancer et interviendraient des les
premiéres étapes de la carcinogenese. Elles représentent une trés faible proportion des cellules
tumorales de la tumeur. Elles sont tres indifférenciées, avec un fort potentiel d’oncogenese et
une grande capacité de prolifération et de différenciation. Ces CSC partagent de nombreuses
similitudes avec les cellules souches normales de l'organisme, en termes dauto-
renouvelement, de production de lignées cellulaires « filles », de phénotypes membranaires et
de voies de signalisation intracellulaires. On ignore actuellement si les CSC dérivent des
cellules souches normales de l'organisme. Les CSC peuvent étre définies par 3 propriétés
essentielles : l'auto-renouvélement, la production de lignées « filles » différenciées, et la
capacité oncogéniqum vivo, mesurée par la formation de xénogreffes. L'activation de
plusieurs génes spécifiques a été mise en évidence au sein des CSCSco@MANOGou
OCT4/POUSF1. La présence de CSC a été prouvee dans de nombreuses tumeurs solides, dont
le cancer bronchique. Ainsi, dés 1982, Carney et al. ont montré a partir de CBNPC et de
CBPC que certaines cellules, représentant moins de 2% de I'ensemble des cellules tumorales,
étaient capables de former de nouvelles colonies de cellules tumorales. Ces colonies étaient
capables de former des tumeunsvivo, similaires a la tumeur initiale, aprés injection

intracranienne dans des souris immunodéprimées (Carney 1982).

9.9.2. Marqueurs de CSC

De nombreuses techniques ont été décrites pour isoler les CSC. Il peut s’agir de

I'identification de marqueurs membranaires, de I'analyse de la capacité d'efflux, de I'analyse
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de capacités métaboliques particulieres, ou de sélection des cellules résistantes a la

chimiothérapie.

L’identification de marqueurs membranaires est la méthode la plus utilisée. Dans le CBNPC,

il s’agit du CD133, CD44 et de ABCG2. Le CD133 est un récepteur transmembranaire dont la
fonction n’est actuellement pas connue. Il est le marqueur le plus décrit comme marqueur de
CSC, toute tumeur solide confondue. Dans le CBNPC, Tirino et al. (2009) ont montré que les
cellules CD133 isolées par tri cellulaire a partir de tumeurs pulmonaires opérées
représentaient environ 6% de I'ensemble des cellules dans la tumeur, et étaient capables de
croissance en forme de sphéroides en milieu d'agarose, et avaient un fort pouvoir
oncogéniqueén vivo sur les souriNOD/SCID De maniére analogue, Eramo et al. (2008) ont

eux estimé la proportion de cellules CD133+, par cytométrie de flux, entre 0,32% et 3,5% a
partir de prélevements de CBNPC de stade précoce. Une fois isolées par tri cellulaire, ces
cellules CD133+ étaient capables de former des sphéroides en culture, elles-mémes capables
de se différencier en cellules tumorales filles, avec perte secondaire de I'expression de CD133
lors de la difféerenciation. Ces sphéroides de cellules avaient également un pouvoir
oncogéniquein vivo sur sourisSCID, avec reproduction de la tumeur initiale. CD44 est
également une protéine membranaire, impliquée dans des fonctions d’adhésion, de migration
et d’'interaction avec la matrice extracellulaire (Fasano 1997). CD44 interagit notamment avec
EGFR et cMET (Orian-Rousseau 2002, Bourguignon 2007). Son role de marqueur de CSC a
déja éeté démontré dans le cancer colorectal (Du 2008) et le CBPC (Gutova 2007). Dans le
CBNPC, les cellules CD44+ isolées par tri cellulaire a partir de lignées de CBNPC ont des
niveaux élevés d’expression de genes impliqués dans le phénotype de CSC NANDE,
OCT4/POUSF1, Sox2, tandis que ces genes ne sont pas exprimés dans les cellules CD44-
(Leung 2010). ABCG2 (BCRP) est une protéine transmembranaire, membre de la famille

ABC. Outre son role évoqué dans la chimiorésistance, ABCG2 a été décrit comme marqueur
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de CSC, dans le cancer hépatique, colorectal (Haraguchi 2006) et le neuroblastome
(Hirschmann-Jax 2004). Dans le CBNPC, les CSC ont pu étre iSalééso a partir de
lignées cellulaires (H460, H23, HTB-58, A549, H441, et H2170), et présentaient un niveau

élevé d’ABCG2 (Ho 2007, Sung 2008).

Une autre propriété utilisée pour isoler les cellules souches et les CSC est la capacité d’efflux
du Hoechst 33342, qui identifie une « side population », c’est-a-dire les cellules négatives
pour le marqueur H33342 en cytométrie de flux. En 1996, Goodell et al. ont montré a partir
de lignées de cellules hématopoiétiques que certaines cellules avaient la capacité de rejeter le
marqueur Hoechst 33342 du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Ces cellules
avaient des caractéristiques de cellules souches : elles étaient résistantes a l'irradiation et
capables de créer un nouveau clone de cellules apres xénogreffes (Goodell 1996). L’efflux du
Hoechst 33342 semble lié au transporteur MDR, car l'utilisation de son inhibiteur, le
verapamil, bloquait I'efflux du Hoechst 33342. Dans le CBNPC, l'utilisation du Hoechst

33342 a également été validée comme marqueur potentiel de CSC (Ho 2007, Sung 2008).

Il est possible d'utiliser certaines propriétés métaboliques pour isoler les cellules souches et
les CSC. L'ALDH @Aldehyde Dehydrogenagsest un groupe d’enzymes responsables de
'oxydation des aldéhydes. Leur activité est augmentée dans les cellules souches et les CSC.
Dans les cellules souches hématopoiétiques, la suractivit¢ d’ALDH est impliquée dans le
métabolisme alcoolique, le métabolisme de la vitamine A, la résistance a certains agents de
chimiothérapie (cyclophosphamide...) et la différenciation précoce des cellules souches
(Kastan 1990, Yoshida 1992, Storms 1999). L'activité ALDH a aussi été utilisée comme

marqueur des CSC dans les leucémies, les cancers du sein, du foie, du pancréas, et du colon
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(Chang 1998, Pearce 2005, Balicki 2007, Feldmann 2007, Ginestier 2007, Ma 2008). Dans le
CBNPC, les cellules ALDH1 positives isolées de lignées cellulaires présentaient des
caractéristiques de CSC, que ce soitvitro ou in vivo (Jiang 2009, Liang 2012). Une
technique spécifique a été commercialisée pour étre utilisée en cytométrie de flux pour
marquer les cellules a fortes activitt ALDH (ALDEFLUOR™) (Moreb 2007). Cette
technique a été validée pour lisolation des CSC, notamment dans le CBNPC (Jiang 2009,

Liang 2012).

9.9.3. Limites de l'utilisation des marqueurs actuels pour la détection des

CSC

Comme nous l'avons vu, de nombreux marqueurs de CSC ont été décrits pour la
caractérisation et l'isolement des CSC, notamment dans le CBNPC. Cependant, plusieurs
études ont soulevé la faible spécificité de la plupart de ces marqueurs. Ainsi, Meng et al.
(2009) ont montré que le CD133, largement utilisé dans la littérature, était peu spécifique
pour isoler les CS@ vitro a partir des lignées de CBNPC. En effet, un certain nombre de

cellules CD133- présentaient des caractéristigues de CSC (formation de colonies, auto-
renouvellement, prolifération, différenciation et résistance a la chimiothérapie). De plus, des
analyses par PCR et par cytométrie de flux sur plusieurs lignées de CBPC et CBNPC ont
montré que le CD133 était un marqueur plus spécifique dans le CBPC que dans le CBNPC
(Cui 2011). Enfin, l'activité ALDH pose aussi des problémes de spécificité, celle-ci pouvant

€également étre augmentée au sein des pneumocytes chez le fumeur (Patel 2008).

Certains auteurs ont suggéré l'utilisation concomittante en cytométrie de flux de plusieurs
marqueurs pour isoler les CSC afin d’augmenter la spécificité de la méthode. Ainsi, le CD133

a été utilisé avec d’autres marqueurs, comme ABCG@Bitlielial-specific antigen (ESA) et
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le chemokine receptor 4CCR4) Les cellules CD133+ESA+ ont un plus fort pouvoir
oncogénique dans des modeles de xénogreffes, et ont un niveau d’expression d’ABCG2
supérieur a celui des cellules CD133+ (Bertolini 2009). Par ailleurs, seules les cellules
CD133+ABCG2+ et les cellules CD133+CCR4+ survivaient apres traitement par cisplatine
de xénogreffes de cellules issues de culture primaire de CBNPC (Bertolini 2009). Cependant,
l'utilisation de 2 ou 3 marqueurs en cytométrie de flux complexifie la méthodologie, et
impose l'utilisation de multiples lasers avec des regles strictes de compensation, pouvant
augmenter ainsi le risque de faux-positifs ou de faux-négatifs. La mise en évidence de

nouveaux marqueurs robustes et simples d’utilisation est donc indispensable.

9.9.4. Voie Shh et CSC

Plusieurs travaux ont montré une relation étroite entre la voie Shh et les CSC. En effet,
comme nous l'avons évoqué ci-dessus, Shh est une des voies de signalisation
préférentiellement activée au sein des CSC, tout comme les voies Wnt et Notch. Ainsi, Li et
al. (2007) ont isolé a partir de cultures primaires d’adénocarcinomes pancréatiques des
cellules ayant des caractéristiques phénotypiques de CSC : cellules CD44(+)CD24(+)ESA(+).
Ces cellules ne représentaient que 0,2 a 0,8% de lI'ensemble des cellules, et avaient un
potentiel d’oncogenese 100 fois supérieur a celui des autres cellules tumorales, évalué par la
formation de xénogreffes. Ces cellules avaient une surexpression de la voie Shh par rapport
aux autres cellules tumorales. L'inhibition de la voie Shh dans des lignées cellulaires de
cancer bronchique par vismodegib entrainait une diminution de la population de CSC (Tian
2012a). Sur des modeles de lignées cellulaires (HCC et H1339), environ 0,5% des cellules ont

la capacité d’efflux du Hoechst 333242. Apres traitement par le vismodegib, ce taux diminuait

de maniere significative (Tian 2012a). Des résultats similaires ont été retrouvés dans des
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modeéles de glioblastomes PTEN-dépendants (Xu 2008). Enfin, Lemjabbar-Alaoui et al.
(2006) ont étudié un modeéle de carcinogenése bronchique induite par la fumée de cigarettes.
lls ont soumis pendant 8 jours des cellules bronchiques humaines en culture primaire, a la
fumée de tabac. lls ont constaté qu’a l'issue de cette exposition, les cellules bronchiques
avaient acquis un phénotype tumoral, avec augmentation de leur prolifération, capacité de
croissance en agarose, et capacité de former des xénogreffes sur leaustritls ont pu

mettre en évidence l'apparition d’'une activation des voies de signalisation Wnt et Shh dans
ces cellules. L'inhibition de la voie Shh prévenait I'apparition du phénotype tumoral des
cellules exposées a la fumée. Ces résultats soulignent le réle majeur probable de la voie Shh

dans I'oncogenese des CBNPC.

9.9.5. CSC et chimiorésistance

De nombreux travaux ont soulevé le réle des CSC dans la chimiorésistance des CBNPC. La
sélectionin vitro des cellules tumorales sous chimiothérapie a été utilisée comme moyen de
sélection des CSC (Li 2008). L'expression de CD133+ dans le CBNPC était corrélée aux
marqueurs de chimiorésistance, comme la glutathione S-transferase (cf chapitre 8.4)
(Salnikov 2010). L’administration de cisplatine, d’etoposide et de paclitaxel sur des CSC de
CBNPC cultivées en sphéres n’a aucune activité cytotoxique sur ces CSC (Eramo 2008). De
méme, les cellules CD44+ isolées par tri cellulaire a partir de lignées de CBNPC (H1650 et
H1299) sont beaucoup plus résistantes au cisplatine que les cellules CD44- ou les cellules non
trices des mémes lignées (Lung 2010). Des résultats similaires ont été obtenus avec les
cellules ADLH1+ traitées par du cisplatine, gemcitabine, daunorubicine, doxorubicine,
vinorelbine et docetaxel (Jiang 2009), ainsi qu’avec les cellules avec efflux du Hoechst 33342

traitées par methotrexate et doxorubicine (Sung 2008).
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Plusieurs études ont suggéré une relation entre l'activation de la voie Shh et la
chimiorésistance. Il a ainsi été montré une corrélation entre I'activation de la voie Shh dans
les cellules cancéreuses et I'expression de transporteurs ABC impliqués dans la
chimiorésistance comme MDR1 et ABCG2, évaluée en Western Blot (Sims-Mourtada 2007).
De plus, Tian et al. (2012b) ont montré que le vismodegib inhibait de facon significative la
prolifération tumoraldn vitro des lignées cellulaires de CBNPC et de CBPC résistantes au
cisplatine. L'inhibition de la voie Shh par vismodegib ou par siARN sensibilise également au
traitement par inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de 'TEGFR. Ahmad et al. (2013) ont ainsi
utilisé une lignée A549 rendue résistante au cisplatine et a I'erlotinib via un traitement par
TGH3 qui permet I'acquisition d’'un phénotype mésenchyuat (A549M). Les IC50 du
cisplatine et de l'erlotinib étaient significativement plus basses avec un pré-traitement par
vismodegib ou siARN anti-Shh. Par ailleurs, I'administration de vismodegib entrainait la

diminution de I'expression de marqueurs de CSC, comme Sox2 ou NANOG

Ces résultats soutiennent I'hypothese actuellement admiseimuayo, les CSC sont
sélectionnées lors de l'administration d’'une chimiothérapie cytotoxique, du fait de leur
capacité de chimiorésistance. Elles seraient ainsi responsables de la progression tumorale ou
de la rechute, car capables de recréer un clone tumoral (Figure 9). La description des voies de
signalisation cellulaires des CSC et la recherche de traitements ciblés de ces cellules

représentent des enjeux majeurs en oncologie, et dans le CBNPC en particulier.
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Figure 9 : Hypothese de résistance tumorale a la chimiothérapie médiée par les CSC. Le
cancer est hétérogene avec présence en son sein de cellules tumorales plus ou moins
différenciées et de CSC. Tandis que les cellules tumorales différenciées sont chimiosensibles,
les CSC sont chimiorésistantes et responsables de la progression tumorale au décours de la
chimiothérapie cytotoxique.

9.10. Voie Shh et c-Myc

La famille des oncogenddyc code pour des phosphoprotéines intervenant dans la croissance
cellulaire et 'oncogeneése. Elle regroupe les protéines N-Myc, C-Myc et L-Myc, qui ont un
motif hélice-boucle-hélice, et agissent comme facteurs de transcription. Une surexpression et
une amplification de Myc a été décrite dans plusieurs cancers, dont le CBNPC, a partir de
lignées cellulaires et des prélévements tumoraux (Nesbit 1999, Broers 1993). Myc intervient
dans la prolifération cellulaire en régulant I'expression d’'un certain nombre de régulateurs du
cycle cellulaire. Ainsi, Myc stimule la transition G1/S en régulant l'activité des cyclines
(cyclines D et cycline E), des kinases cycline-dépendante (cdk2, cdk4, cdk6), des inhibiteurs
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de cdk (pl15, pl6, p21, p27) et du facteur de transcription gBHb{binding transcription
factor) (Zajac-Kaye 2001). Myc fait partie des facteurs de transcription activés au sein des

CSC (Mimeault 2013).

Il existe une interaction étroite entre la voie Shh et Myc. En effet, I'activation de la voie Shh
entraine une activation de Myc (Kenney 2003, Hallikas 2006). L'inhibition de Gli par le
composé GANT-61 supprimi@ vitro etin vivo la croissance de CSC, avec répression de

'expression de facteurs tels que C-Myc, NAN@&T4, Sox2 (Fu 2013).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Le cancer bronchique reste la premiere cause de déces par cancer malgré des progres récents
dans le démantelement moléculaire et le développement de thérapies ciblées. La majorité des
CBNPC reste traitée en premiére ligne par une chimiothérapie cytotoxique a base de sel de
platine. Environ un quart des patients sont considérés comme chimioréfractaires. Une
meilleure compréhension des facteurs associés a la chimiorésistance, et plus particulierement
au caractere chimioréfractaire, est donc fondamentale afin de développer des traitements

capables de contrer ces mécanismes.

Les objectifs de cette these sont de déterminer les facteurs impliqués dans la chimiorésistance
a base de sels de platine dans les CBNPC. Nous avons commencé par déterminer le
phénotype des CBNPC chimioréfractaires et chercher une implication des anomalies
moléculaires dépistées en routine dans le CBNPC (mutati®@@HR mutations deKras et
translocation AALK). Par la suite, nous nous sommes intéressés au réle de la voie Shh dans la
chimiorésistance. Nous avons ainsi étudié l'activation de la voie Shh dans le CBNPC et
cherché une corrélation avec le caractére chimioréfractaire. Nous avons également étudié
'association entre la voie Shh et la TEM. Nous avons aussi utilisé un autre modéle de cancer
thoracique chimioréfractaire, le mésothéliome pleural malin. Enfin, limpact sur la
prolifération tumorale et sur la survie de I'activation des CSC et de la voie Shh a été explore,

via I'étude de hPAF1@t c-Myc.
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II. RESUME DES ARTICLES ET MANUSCRITS

1. Etude des caractéristiques cliniques et moléculaires des patients ayant un CBNPC de

stade avancé et réfractaires a la chimiothérapie a base de platine

1.1. Article 1

Giroux Leprieur E, Antoine M, Vieira T, Duruisseaux M, Poulot V, Rabbe N, Belmont L,
Gounant V, Lavolé A, Milleron B, Lacave R, Cadranel J, Wislez M. Clinical and molecular
features in patients with advanced non-small cell lung carcinoma refractory to first-line

platinum-based chemotherapy. Lung Cancéplume 79, n°2, Février 2013, pages 167-172.

1.2. Présentation de l'article et commentaires

La majorité des patients ayant un CBNPC de stade avancé est traitée en premiere ligne par
une chimiothérapie a base de platine. Entre un quart de ces patients a une progression
tumorale d’emblée sous ce traitement. Les patients sont alors considérés comme réfractaires a
la chimiothérapie. Une cohorte de 178 patients ayant un CBNPC de stade avanceé a été traitée
entre 2003 et 2006 dans le service de Pneumologie de I'H6pital Tenon (AP-HP) par une
chimiothérapie a base de platine, en premiere ligne. Nous avons comparé les caractéristiques
cliniques, tumorales et moléculaires des patients réfractaires a celles des patients contrélés.
Les anomalies moléculaires étudiées étaient celles dépistées en routine en 2011 : mutations
d’'EGFR et deKras, translocation dALK. Le taux de patients réfractaires était de 25,6%

(n=46). La survie globale des patients réfractaires était de 5 mois (IQR 3,2-9,9) versus 15,4
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mois (IQR 9,9-22,5) pour les patients contrdlés (n=132) (p<0,001). Les caractéristiques

cliniques étaient similaires entre les deux groupes. La seule différence concernait les sous-
types histologiques, avec 10,9% de carcinome sarcomatoide chez les patients réfractaires,
versus 1,5% chez les patients controlés (p=0,057). Il n’y avait pas de différence en termes
d’anomalies moléculaires entre les deux groupes. En analyse multivariée, seul le sous-type
histologique sarcomatoide était significativement associé au caractére réfractaire (OR=7,50,

IC95% 1,02-55,45 ; p=0,048).

Cette étude a permis de souligner le caractéere péjoratif des carcinomes sarcomatoides en
termes de réponse a la chimiothérapie. Ce type histologique est rare (moins de 5% des
CBNPC), et comprend différents sous-types : carcinome pléomorphe, carcinome a cellules
fusiformes, carcinome a cellules géantes, carcinosarcome, blastome pulmonaire. Peu de séries
ont été publiées dans la littérature, la plupart correspondant a des séries chirurgicales.
Néanmmoins, toutes soulignent la faible sensibilité de ces tumeurs a la chimiothérapie, avec
des taux de progression sous chimiothérapie @feligne compris entre 40 et 100% (Bae

2007, Kaira 2010, Ito 2010). Dans un second travail, notre groupe a montré a partir de 97
patients ayant un carcinome sarcomatoide de stade avancé (Vieira 2013) que 69% d’entre eux
étaient réfractaires a la chimiothérapie. La SSP était de 2 mois et la survie globale de 6,3

mois.

Les recherches de mutations d’EGFR, de Kras ou de translocation d’ALK ne suffisaient pas
pour identifier les patients réfractaires a la chimiothérapie. L’exploration d’autres marqueurs

moléculaires est en cours (Master 2 Vincent Fallet, Thése d’Université Thibault Vieira).
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Most of the cases of non-small-cell lung cancer (MSCLC) are diagnesed at an advanced stage and are
treated with platinum-doublat chematherapy. However, some patients are refractory to this treatment,
Thie airn of this study was to identify the clinical and malecular characten stics of pati ents with refractory
disease. All consecutive patients between 2003 and 2006, who received a platinum-d oublet chemather-
apy as firg-line treatment for stage Mb-1 MSCLE, were included, Refractory patients were defined as
carly progressive disease (PD) at the first evaluation of chemotherapy according to WHO criteria. The
climical, histe-pathological, and moleoular characteristics (BGFR: exon 19 20, 21 and KRAS: cxon 2 by
PR sequencing: ALK by immunohistechemistry) and survival of refractory patients with initial PD (r-
patients) and controlled disease ( c-patients) were compared by univariate analyses, Factors that differed
between the two groups (p-value <0.25 in univariate analyses) were entered into multivariate analysis,
In this study, 176 patients were included, The first tumor assessment was carried out after a median
af three cycles (range 1-4) Forty-six (25.8%) patients were refractory, Clinical presentation was similar
between - and c-patients, The sarcomateid histological subtype was more commaon in r-patients than
c-patients (10.9% vs, 1.5%, respectively; p=0.057 ) The proportion of EGFR (5.2% vs, 9.6%, p= 0.224) and
KRAS mutations (11.1% vs, 57%, p=0.357), and the expression of ALK (6.3% Vs, 2.5%, p= 0,327 did not
differ significanthy between the two groups. In multivariate analysis, sarcomatoid histalogical subtype
wias the only factor asseciated with early PDOR=7.50:95%C1; 1.02-55.45; p= 0L048). - Patients had sig-
nificantly shorter survivalthan c-patients {median s months (IQR 3.2-9.9)vs, 15.4monchs (IR 9.9- 22.5),
respectively: p< 0.0001 1 In conclusion, patients with eady PO under platinum-d oublet chemotherapy
had shorter survival than c-patients, Sarcomatoid histalegical subtype was the anly independent factor
associated with early PD.

@ 2012 Elsevier Ireland Ltd, All rights reserved,

1. Introduction

treatment is 4-6 cycles of platinum-based chemotherapy, foll owed
or not by maintenance therapy. A second-line therapy is given if

Non-small<cell lung cancer (NSCLC)is usually diagnosed at an
advanced stage, and has a poor prognosis, Apart from the char-
acterization of EGFR mutations and ALK translocation in a small
proportion of patients with advanced NSCLC (--10% [1] and 4%
[2] in Caucasians, respectively) who are eligible for first-line tar-
geted therapies, most other patients receive a platinum-based
doublet chemotherapy as the first-line treatment [3]. The standand

# Carresponding author at: Service de Pneumclogie, 4 rue de la Chine, Hipital
Tencn 75970 Paris, France, Tel.: +33 13801 5204; fax: +33 158016591,
Eomadl address: mari=wizlez@tnn.aphpir (M. Wiskz],

0129500218 - zee front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd, All rights reszrved.
hittp: fde. dod org! 101 016]] lungean 201210010

there is progression, defined as tumaor groweth of = 208 (RECIST [4])
or 25% (WHO criteria [S]), or as the appearance of a new lesion.
Some patients develop progressive disease observed imme-
diately, at the fArst-tumor evaluation, after 2 or 3 cycles of
chemotherapy, They are termed refractony patients, Most of the
main randomized phase 1 trials that have assessed platinum-
based doublet chemotherapy as a firse-line treatment reported that
15-30% of NSCLC patients are refractory [6-15], Mechanisms of
resistance to cisplatin hawve been extensively studied [ 16], Cisplatin
is an alkylating agent that induces inter-strand adducts on DMA,
and thus decreases cellular-transcription activity [17]. Some pro-
teins ireobeed in the DMA-repair system like ERCC { excision repair
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cross-complementing group 1) or BRCAD have been described as
mechanisms of resistance to cisplatin based on in vitro and in
viwo studies [ 18-2 1], However, in clinical situations, because of the
limited amount of material from metastatic MSCLC tumaors, most
biomarker studies have been performed on surgical samples taken
from patients with localized disease, Furthermore, these biomark-
ers still need to be identified and validated for routine use, and
studies are still on-going (1FCT 0801 trial MCTOO7T 5385, SCAT trial
NCTOO47 BE99),

The aim ofthis study was to identify the markers associated with
refractony disease in a cohort of metastatic patients treated with
first-line combined cisplatin-based chemotherapy, We studied all
clinical pathological and molecular markers that we routinely
assessed in MSCLC at the time of diagnosis in order to identify
the characteristics of patients who are refractory to combined
cisplatin-based chemotherapy.,

L Paticats and methods
21. Patients

We retrospectively reviewed all consecutive patients treated in
our department with a platinum-based doublet chemotherapy as
the first-line therapy for non-iradiable M-IV NSCLC, according
to the &th ASLE THM edition [22]. The inclusion period ran from
January 2003 to December 2006, Demographic, histological, and
treatment data were recorded (EGL), All patients were evaluated
for tumor response after bwo or three cycles of treatment by clin-
ical examination, chest X-ray, and chest and upper abdomen CT
scan, by dedicated radiologists specialized in thoracic oncology,
At that time, patients were classified as having early progressive
diszase (refractony patients ) (r-patients ) or as early controlled dis-
ease (c-patients,i.e., complete or partial response, or stable disease)
according to WHO criteria [5].

22 Tumorsamples

All tumor samples (n=178) were collected and centrally
reviewed by a pathologist specialized in thoracic malignancies
(M.A), The pathologist was blind to patients’ clinical outcome,
All diagnostics of sarcomatoid carcinomas were double checked
to insure the final diagnosis, with precision of the histological
subtype (pleomorphic carcinomas, spindle cell carcinoma, giant
cell carcinoma, carcinosarcoma, or pulmonary blastoma), Diag-
nosis of MSCLC was obtained from bronchial or peroutaneous
biopsics (n=120} surgical biopsies (n= 40}, or cytological samples
(bronchial aspiration, n= 6; metastasis puncture, n=&; transthao-
racic puncture, = &), The histological type and histological subtype
of adenocarcinomas were determined according to the latest
TASLE WHO classification [23]. The proportion of tumor cells was
recorded, Diastase-resistant Periodic acid Schiff (PAS ) staining was
performed on all the adenocarcinoma samples to define them
as mucnous or non-mucinous, Adenocarcinoma was defined as
mucosecretant when =5% of tumor cells were diastase resistant
PAS positive [24].

2.3, EGFR and KRAS mu tions

EGFR {exons 19, 20, 21) and KRAS {exon 2) mutations were
searched by direct sequencing [25], DMNA extraction was made with
the QlAmp DMA mini-kit (Qiagen®, Metherlands) from paraffin-
embedded tissue, according to the manufacturer's instructions, All
rmutations were confirmed by a second PCR analysis, DMA samples
woere tested twice for amplification to definitively conclude them
as being non-amplifiable,

24, ALK tramsiocation

The ALE-fusion transcript was searched by immunohistochem-
istry (IHC) on 4 M slides from paraffin-embedded tissue, using a
monoclonal mouse antibody (544 (Abcam®, UK on a benchmark
systern (Ventana Medical System®, USA), according to the manufac-
turer's instructions [26]. Staining was quantified as the percentage
of positive cells (0-1002) with an intensity of 0 (no staining) to 3
(strong staining), A 107 positivity of cells with an intensity =2 was
considered as positive staining, as reported by Yi et al, [27].

2.5 Sratistical analyses

Comparisons of categorical variables between p- and o
patients were performed using the chi-squared test, whereas
comparisons bebween continuous variables were made using the
Mann-Whitney test (univariate analyses), Results of the chi-
squared test wiere confirmed with a Fisher test if there were =208
of theoretical effective less than 5 in the comparison, Continu-
ous variables were expressed as mean £standard deviation (5D
for normal distributions, or median+interquartile range {1QR) for
non-normal distributions, Creerall survival was evaluated using
the Kaplan-Meyer method (log-rank test), and was expressed as
median £ IQR, The censoring date was the 12/27 (20010, Multivariate
analysis of progression under platinum-based doublet chemother-
apywas performed using a logistical regression mode], All variables
with a p-value =0.25 in univarate analyses were included in the
multivariate analysis, Statistical analyses were carried out using
¥lstat 2011 software (Addinsoft?, France],

3. Resules

21, rPatients had a shorter overall survival compared to
c-patients

Between 2003 and 2006, 256 consecutive patients were diag-
nosed with stage b or 1V WSCLC, Eleven patients were not
treated because of their poor performance status (PS5 3 or 4), OF
the 245 treated patients, 178 received a platinum-based doublet
chemotherapy as the first-line treatment and were included in the
analysis (Fig, 1), Platinumwas associated with gemcitabine (52,2,
paclitaxel (3262} or docetaxel (1 1.8%0 Pemetrexed and beva-
cizumab were not available at this time in France for utilisation in
first-line treatment, OFthe 178 analyz od patients, 11 patients(6.23)
were lost to follow-up and were censored. The first umor evalua-
tion was performed after two or three cycles (I0R 3-3, range; 1-4).
Forty-six patients (25.8%) had eary tumor progression and were
classified as refractory patients (r-patients). The other patients had
controlled disease ( c-patients, n= 132, r-Patients had shorter over-
all survival compared to c-patients (Fig. 2), ie, a median of &
months (IQR 3.2-09) v=, 154 months (1QR 99-22.5), respectively
(p= 00000,

32, r-Parienes had similar demo graphic and clinical
characteristics as c- patients

Demographic and clinical data are shown in Table 1, Mo differ-
ences were obsenved regarding age, gender, race, smoking status,
stage, PS5, or number or localizations of metastatic sites between
the two groups. The type of drugs delivered with platinum did
not differ bebween the two groups (Table 1 Supplementary data),
There was also no difference conceming the type of drugs deliv-
ered for the second- or third-line therapy (Table 1 Supplementany
data), Fewwer r-patients received second-line therapy compared to
c-patients (60.9% vs, 75 8%, respectively, p=0,08), and also fewer
third and subsequent lines of therapy (28.2% vs, 47%, respectively,
p=0.04),
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178 patients salectsd

147 samplas for molscular screening |

- 28 samples with ne mors lumor calls

11 bicpsiss and 15 jcal zamplss
1 Eidnﬁndnd blocks apeleg melsel

-3 blocks nol found

147 samples scresnad for EGFR and Kras mutations |

{ 34 depleted blocks |

113 samplas screensd for ALK transkcation by IHC |

Fig 1. Flowechart.

Table 1
Clinical data of patients treated with first-line platinum-based chemeotherapy according to tumor response at first evaluation (n= 1781,
r-Patients (m=4E) c-Patients [n= 1 32] i Value'
n (%) n (%]
Age [median, rangz], years S0 (42-B51 50,1 [(25-82) OLEaT
Gandar 0,580
Mal= 143 BEET.A)
Farnale 17137) 43(3126)
Race 0314
Caucasian 4209140 (T T ]
Asiatic 2i4.3) 3[2.3)
North African 2(4.3) 14106}
Tabacca 0,492
Former smiaker 15(32.3) I9i2as)
Ever smoker 26(55.5) T1(m:3.8)
Never smoker 4(87] 2L156)
Stage 0.5El
I 40(&F) 110{82.3)
ik B13) BT
PE 0,142
-1 40057 L1g(=ad)
2 2i4.3] 11831
=2 4(87] 3[23)
Number of metastatic sites 027
B(13) 22(167)
1 17037) == I oy
=1 23(30) 47 (A5E)
Le<ation of metastatic site
CHE 12125) 5(189) 0,30
Adranal 121(28) 240183 0205
Bon= 19041.3) 400303} 0E24
Livver 10021.7) 21(158) 0,38
Sub-cutamecus 2i47) 3(23) 0463
Pleural 10021.7) 2821.2) 0,940
Pericardial 1(ES5) 5(3.8] 0441

r-patients: patients with progressian at firstevaluation; o patients: patisnts with controllsd diseas= at first evaluatian: PS: periarmance status; CN5: c=ntral mervous syse=m.

* povalue by Mann-Whitney or chi-sguared test (as described in Section 2).

Supplementary data associated with this article can be
found, in the online version, at httpsfdie doiorg 10,1016/ jlungcan,
2012.10,010,

3.3, r-Patients had more sarcomatoid his todogical subtype than
¢ patients

Histological data are shown in Table 2. Maore r-patients than c-
patients { 10,9% vs, 1,5%, p=0057) had a sarcomatoid subtype of
MSCLLC There were four pleomorphic carcinomas and one carci-
nosarcoma among the 46 r-patients, whereas there were only two
pleomorphic carcinomas among the 132 c-patients, In the subgroup
af adenocarcinomas, no difference was observed concerning his-
tological subtype (p=0674) or muccsecretion (p=10,213) between
the two groups (Table 273

34, r-Patients had the same rates of oncogenic abnormalities as
- patients

Sequencing PCR for EGFR and KRAS mutations was performed
on 147 samples (82.6%) (Fig. 11 The rates of EGFR mutations and
ERAS mutations were similar for p- and c-patients [5.2% vs, 9.6%,
p=0224; and 11,1% vs, 5.7, p=10357, respectively) (Table 37, All
the BGFR and KRAS mutations were found in adenocarcinomas,
except for one EGFR mutation(exon 19 deletion)in a large cell car-
cinoma., Mo mutation was observed in the subgroup of sarcomatoid
carcinomas,

IHC analysis for ALK was performed on 113 samples (63.5%)
(Fig, 1}, The number of positive scores were similar in p- and c-
patients (6,3% vs, 2.5%, respectively, p=0,357 ) Table 33, No positive
ALK expressionwas observed in sarcomatoid carcinomas,
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Fig. Z. Creerall survival of the 178 patients treated wich a first-line platinum-bazed
chematherapy, acoording to che first-tumer evaluation, evaluated by Kaplan-Mayper
mechod r-Patisnts: patients with progression; c-patients: patients with conerolled
disease. p-Yalue calculated with the log-rank test,

Table 2
Histological data of patients treapsd with first-line platinumebassd chemotherapy
according to amer responce at Arst evaluation (n= 17B1.

r-Pati=rits c-Pati=nis pWalud
(m=di) (m=132)
nixl nik)
Histology 00s7
Adencearcinama 2B{E09} TE[57.E]
Large cell 21{4.31 BiE.1)
Squamwaus 7(1532) 7 (20.5])
Sarcomatcid 501081 2(13)
acher* 4(8.71 1911431
EAdenccarcinoma 0574
Salid BI2B.6] 12017.13
Beimar 117383} 25034.0)
Papillary a Id)
Irfeasive mucinoos 1135] 2[28)
Collid  Adencearcimoma 0 101.3)
Unakle to classify B[28.6] 31 [40.8)
PAS diastase” 0213
Pozitive 181E4.31 (4741
Negative 7 (25} 21 (Z7.6]
Hor available 31073 191251

r-patients: patients with progression at first evaloation; c-patisnts; patisnts with
controlled disease at first evaluation,

* Other: adenosguamous (=3}, adenocarcinomia and large-cell carcinemas with
neuro-endecrine compounds (m= 11, urdiffersntiated neurc-=ndocrine carcinoma
tn= 1), HOS not-otherwise spacifisd, n= 18],

© PAS diastase seaining was only done far adenacarcinomas,

" p-Value by chi-squared test (as described in Section 2,

35, Sarcomatodd histological subtype wos an independent
predictive factor for progresson under firsi-line platinum doublet
therapy

Multivariate analysis on progression under the platinom-
doublet given when tumors were first assessed, which included
all variables with a p-value <025 in univarate analyses, showed a
significant assod ation with sarcomatoid histological subbype, with
an OR of 750 (C195% 1.02-5545; p=00048). The ORs for the other
variables were not significant (Table 4),

4 Piscussion

Ofthe 1 78 consecutee patients treated for advanced MSCLCwith
afirst-line platinum-based chemothe rapy, 25.8% had earhy PD at the

first tumor assessment, A similar proportion of r-patients has been
reported in phase Il trials in this setting [6-15]. We show that this
population of patients is characterized by worse prognosis with
shorter survival, lower access to second and subsequent-lines of
therapy, and a greater proportion of sarcomatoid histological sub-
types, Sarcomatoid histological subtype was the only inde pendent
factor for eady progression in multivariate analysis,

Sarcomatoid carcinoma is a rare tumor, and includes different
histological subtypes, such as pleamorphic carcinoma, spindle cell
carcinoma, giant cell carcinoma, circinosarcoma, and pulmonarny
blastoma [28], Most publications address surgical series, and few
data have been published on adwanced stages and responses to
chemotherapy, In addition, these series are always retrospective,
with a small number of patients { 5-27 patients) [29-32]. Rates of
progression under chemotherapy are reported to be high but het-
crogenoous, ranging from 40 to 100 [28-31]. We reported a series
of 111 patients with sarcomatoid lung cancers of which 51 were
treated with a platinum-based doublet as the Arst-line therapy, In
this study, 8% had anearly PD [33].

Much effort has been made to discover the predictive bicmark-
ers for response to cisplatin-based chemotherapy, The impact
of KRAS mutations is still controversial. Most clinical data con-
ceming KRAS mutations and sensitivity to chemotherapy were
from studies performed on eady stages of this disease [34]. In
advanced MSCLC, the negative predictive value of KERAS muota-
tions has been demonstrated for the response to ESFR tyrosine
kinase inhibitors (TK1s ) [35,36], but not for systemic chematherapy
[37.38]. In our study, we observed a low rate of KRAS muta-
rions (7.2%], but a trend toward a higher rate in r-patients versus
c-patients { 1113 vs, 5.7%, p=0357), These low rates could be
because our inclusion period was same time ago (ie, 2003-200&),
It iz now admitbed that sequencing PCR on paraffin-embedded
samples, when aged =3 years old, is less efficient [39]. Sequenc-
ing PCR is also less efficient than alternative technigques used
to detect KRAS mutations [39)], Lastly, the small numbers of
patients of our cohort may have contributed to this negative
result, In witro, the NCI-HEZ2 cell line with insertion of the vw-
Ha-ras gene did not have a lower response to cisplatin [40,41].
In contrast, the murine embryonic Abroblast cells (MIH 3T3)
transfected with the c-Ha-ras gene developed cisplatin resis-
tance [42] In another work, 20 MSCLC cell lines treated in vitro
with different drugs, including cisplatin, did not have different
S0 values according to the status of Ras (KRAS and MNRAS)
[43].

The presence of EGFR mutations is reported to be assodated
with a higher response to EGFR TEls, but perhaps also to platinum-
based chemotherapy [4]. Here, we observed a trend towand a higher
rate of EGFR mutations in c- vs, r-patients (963 vs, 523, p=0,224),
This negative result is also perhaps due to the inclusion period and
the sample size. The phase [l IPASS study showed high response
rates tochemaotherapy in patients with EGFR mutations compared
to those with the EGFR wild type (47.3% ws, 23.5%) [44], However,
other randomized phase Il trials, which compared EGFR Tl to
chemotherapy in Asiatic patients with EGFR mutations, showed 30
and 35% response rates to first-line dsplatin-based chemothe rapy
[45-47 | whereas itwas only 14,9% in Caucasian patients [48], Thus,
the predictive value of ECFR mutations on cisplatin sensitivity is
still unclear, and the independent impact of Asiatic type necds to
b further cxplored,

Wi performed routine analysis of ALK by immunohistochem-
istry [27)]. Clinicopathological data suggest that ALK-positive
tumars have a very low response i EGFR TEls, and 3 similar
resporse to cytotoxic chemotherapy compared to ALK-negative
patients [49,50], We observed the expression of the ALK fusion prio-
tein by THC in 3,5% of tumors with no impact on the response to
platinum-based chemothe rapy.
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Table 3
EGFF, KRAS, and ALK starus of patients treated with firse-line platinum-based chemetherapy according to tumer response at firse evaluation (n= 147 for EGFR and KRAS;
w113 For ALK
- patierits (n=411 c-patiznts (n= 10E) pvalue’
n (%) n ()
Arnplified in PCR Mutation™ Arnglified in PCR Mutatizn™
EGFR
Global mutation rate 2(5.2) TEE! 0224
Exon 12 A5 2[5.2] E3(34.0) 3(34) 0.eaI7
Exon 20+ 25(61.0] o B3(39.4) 2(3.2] 03E7
Exon 21 2707 o 7632} 203} 0,347
KRAS
Exan 2 ITIERA) L1 = =1 4(57] 0357
r-patierts [n= 321 c-patients (n=B1) palus’
n(E) n (E)
ALK HT score 0.3z7
Negative ST Ta(97.5]
Pasitive 216.3) 2[25)

r-patients: patients with progression at firse svaluation; o patients; patients with controlled disease at first evaluation.

* TF90M mutation.
" p¥alu= ke the chi-squared test{as described in Section 2],

~ Percentages of mutations are expressed according to the number of amplified samples,

Table 4
Multivariats analyses of progression at first evaluation (logistic regrassion ).
pwalue Odds ratio [ =54

Sarcomatoid sub-type 0048 TE0 1.02-55.45
P5=1 0236 338 0.45-2528
PAS diastase positive 0318 156 061-4.50
ECFR miutaticns 0551 an 033-1.82
Adrenal metastasis 0514 132 0.45-3.84
=1 mstastatic sies 0503 1.2 048291

Most promising biomarkers have beenassociated with platinum
resistance, such as those imvolved in DNA repair ( ERCCT or BRCAT)
[18-21] or in the efflux of chemotherapy (genes of multidrug
resistance ) [51]. However, these markers are not yet validated for
routine use,

Except for histology, we did not find any routinehy performed
clinical or molecular factors that predicted early PD. However, our
patients were treated with different platinum combinations, The
majority received gemctabine assodated with dsplatin or carbo-
platin (52,2%), 44.4% received a taxan (pacitaxel or docetaxel) and
347 another (Table 1 5upplementary data), The various drugs com-
bined with platinum could have biased the determination of the
predictive factors for early PO This underlines the strong predic-
tive walue of the sarcomatoid subtype in earhy PDand also suggests
that this histological subtype is refractony to cisplatin and also to
third-generation associated drugs, Better therapeutic strategies are
needed for these particular turmaors, EGFR and ALK do not seem
to be good candidates for target therapies in these patients sinoe
EGFR mutations and ALK translocations are rare or even absent
events [52-54], The main feature distinguishing sarcomatoid car-
cinomas from other subtypes of MSCLC is epithelial-mesenchymal
transition (EMT] [55 ] Several receptors and signaling pathways are
invalved in EMT, and among them, some may be drug targetable,
Metisone of them and its amplification and its overexpression have
been reported insarcomatoid carcinomnas |53, personal data)., For all
these reasons, targeting Met might be a good therapeutic option in
these patients,

In conclusion, 26% of patients with advanced NSCLC had early
PO under a platinum-based chemotherapy, These patients had
shorter overall survival and received fewer lines of treatment. The
anly factor that comrelated ind epende nthrwith progressionwas the
sarcomatoid histological subtype, Mo molecular event performed
routinely was associated with this particular phenctype, Additional

studies are needed to target other molecular signatures, notably in
sarcomatoid carcinomas,
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2. Role de la voie Shh dans les cancers thoraciques

2.1. Article 2 : revue de la littérature

Giroux Leprieur E, Antoine M, Vieira T, Rozensztajn N, Rabbe N, Ruppert AM, Cadranel J,
Wislez M. Réle de la voie Sonic Hedgehog dans les cancers thora@quesis a la Revue

des Maladies Respiratoires

La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est physiologiguement activée durant
'embryogenese et le développement. Elle est aussi réactivée dans plusieurs cancers solides,
dont les cancers thoraciques, comme le CBPC, le CBNPC et le mésothéliome pleural malin
(MPM). Cette voie est intimement liée aux CSC, et semble jouer un réle important dans la
prolifération tumorale et la chimiorésistance de ces cancers. Cette revue décrit le mode
d’activation de la voie Shh dans les cancers thoraciques, son role dans les CBPC, les CBNPC
et les MPM, a partir de modélesvitro etin vivo. Les données de la littérature montrent que
l'inhibition de la voie Shh a une action anti-tumorale et permet une sensibilisation a la
chimiothérapie. Ces résultats incitent a développer des thérapies ciblant la voie Shh dans la

prise en charge thérapeutique des cancers thoraciques.

76



Rubrique : Revue générale

Roéle de la voie Sonic Hedgehog dans les cancers thoraciques

Etienne Giroux Lepried?, Martine Antoiné, Thibault Vieird, Nathalie RozensztajnAnne-

Marie Ruppert® Nathalie Rabble Jacques Cadrarié) Marie Wislez*

1- Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06, GRC n°04, Theranoscan, F-75252,
Paris, France

2- AP-HP, Hépital Ambroise Paré, Service de Pneumologie et Oncologie Thoracique,
Université Versailles Saint Quentin en Yvelines, 92100 Boulogne-Billancourt, France

3- AP-HP, Hépital Tenon, Service de Pneumologie, F-75970, Paris, France
Soutiens : Fonds de Recherche en Santé Respiratoire (EGL)

Titre court : Roéle de la voie Shh dans les cancers thoraciques

Auteur correspondant : Marie Wislez, Hopital Tenon, Service de Pneumologie, AP-

HP, 75970, Paris, France. Tel: +33156016838. Fax: +33156017248. E-mail:

marie.wislez@tnn.aphp.fr

77



Conflit d'intérét :

Au cours des 5 dernieres années, EGL a percgu des financements pour travaux de recherche de

la part du Fond de Recherche en Santé Respiratoire.

78



Résumé

Introduction: La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est une voie
physiologiquement activée durant 'embryogenése et le développement. Elle est réactivée

dans plusieurs cancers solides.

Etat des connaissancesLa voie Shh est réactivée dans les cancers thoraciques, comme le
cancer bronchique a petites cellules (CBPC), le cancer bronchique non a petites cellules
(CBNPC) et le mésothéliome pleural malin (MPM). Cette voie est intimement liée aux
cellules souches cancéreuses, et semble jouer un réle important dans la prolifération tumorale,
'agressivité et la chimiorésistance de ces cancers. Cette revue décrit le mode d’activation de
la voie Shh dans les cancers thoraciques, et son rble dans les CBPC, les CBNPC et les MPM,
a partir de modeleim vitro etin vivo. Les données de la littérature montrent que linhibition

de la voie Shh a une action anti-tumorale et permet une sensibilisation a la chimiothérapie.

Perspectives :Ces résultats incitent a développer des thérapies ciblant la voie Shh dans la

prise en charge thérapeutique des cancers thoraciques.

Mots-clés : cancer bronchique a petites cellules, cancer bronchique non a petites cellules,

mésothéliome, Sonic Hedgehog, chimiorésistance
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Role of the Sonic Hedgehog pathway in thoracic cancers

Abstract

Introduction: Sonic Hedgehog (Shh) pathway is physiologically activated during

embryogenesis and development. It is also activated in several solid cancers.

State of the art: Shh pathway is reactivated in thoracic cancers, as small cell lung carcinoma
(SCLC), non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and malignant pleural mesothelioma
(MPM). Shh pathway is associated with cancer stem cells, and seems to have a crucial role in
tumor proliferation, aggressiveness and chemoresistance in these cancers. This review
describes the activation mode of Shh pathway in thoracic cancers, and its role in SCLC,
NSCLC and MPM, usingn vitro andin vivo models. Notably, data from literature show that

inhibition of Shh pathway has an antitumor action, and sensibilizes to chemotherapy.

Perspectives: These results incite to develop targeted therapies against Shh pathway in the

treatment of thoracic cancers.

Key words: small cell lung carcinoma, non-small cell lung carcinoma, mesothelioma, Sonic

Hedgehog, chemoresistance
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1. Introduction

La voie de signalisation Sonic Hedgehog(Shh) est une voie physiologiquement activée durant
'embryogenese et le développemetit Elle joue ainsi un réle majeur dans le développement
cérébral, des membres, et 'organogénése pulmonaire. Elle est aussi réactivée dans un certain
nombre de cancers solides, comme certains cancers cutanés [2-4], les médulloblastomes [5],
les cancers pancréatiques, prostatiques, du sein [6-8], mais également dans les cancers
thoraciques, que ce soit le cancer a petites cellules (CBPC) [9], le cancer bronchique non a
petites cellules (CBNPC) [10-12] et le mésothéliome pleural malin (MPM) [13]. Son
activation serait liee a la maintenance des cellules souches cancéreuses, et interviendrait
probablement des les premieres étapes de la carcinogenése [14,15]. De plus, elle serait
associée a la résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie dans certains modeles de
cancers. Le développement de traitements ciblés de cette voie pourrait étre ainsi prometteur,

notamment pour certains types de cancers réputés chimiorésistants.

Nous proposons, dans cette revue, de détailler les mécanismes d’activation de la voie Shh a
I'état physiologique, et ses mécanismes de réactivation en oncologie, en détaillant plus
particulierement les données de la littérature concernant les cancers thoraciques (CBPC,

CBNPC et MPM).
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2. La voie Shh

11.1. La protéine Shh

La voie de signalisation Hedgehog fait intervenir 3 types de protéines : Indian, Desert et Sonic
Hedghehog. Chez les mammiferes, la protéine Sonic Hedgehog est celle qui intervient de
maniére préférentielle. Son géne, situé en 7936, produit une pré-protéine de 45kDa, qui va
subir dans les conditions physiologigues un certain nombre de modifications post-
transcriptionnelles[16]. Cette pré-protéine contient notamment en son sein un site d’auto-
clivage, qui va permettre le clivage protéigue en un résidu N-terminal (Shh-N) de 20kDa et un
résidu C-terminal (Shh-C) de 25kDa [16]. La protéine Shh-C posséde une activité cholestérol-
transférase, qui va permettre I'adjonction de cholestérol a la partie C-terminale de Shh-N
[17,18]. Secondairement, une nouvelle modification lipidique se produit avec ajout de résidus
palmitoyl a la protéine Shh-N (palmitoylation). Toutes ces modifications lipidiques vont
permettre a la protéine Shh de s’ancrer a la membrane cellulaire, avant d’étre sécrétée dans
'espace extracellulaire [19]. En outre, la forme palmitoylée de Shh-N serait environ 30 fois
plus active que sa forme non palmitoylée [20]. Toutes les fonctions physiologiques durant le
développement sont liées a la forme Shh-N. La protéine Shh-C n’a pas de fonctions
biologiques connues a I'état physiologique en dehors de son activité cholestérol-transférase, et

est également sécrétée dans I'espace extracellulaire.
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11.2. Activation de la voie Shh

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch), dont il existe 2 isoformes (Ptchl et
Ptch2). Ptch comprend 12 domaines transmembranaires. En I'absence de ligand (figure 1A),
Ptch inhibe la migration a la membrane de la protéine Smoothened (Smo), en la maintenant a
I'état inactif a l'intérieur de la cellule. Les facteurs de transcriptions Gli (Glil, Gli2 et Gli3)
sont alors liés a la protéine SUFBuppressor of fused homolog) et restent inactifs dans le
cytoplasme [21]. Gli3 est également phosphorylé par la FrAtéine kinase et va ainsi
produire une protéine inhibitrice GLIR qui a une action de répression de la transcription des

genes cibles de Shh.

Lorsque Shh se fixe a son récepteur Ptch (figure 1B), il y a levée de l'inhibition de Smo qui

va alors migrer a la membrane. Les facteurs de transcription Gli se dissocient ensuite de
SUFU pour migrer dans le noyau et activer la transcription des genes cibles. On note qu’une
fois que Shh est lié a Ptch, il y a une internalisation du complexe Shh-Ptch dans la cellule

avant sa dégradation dans le lysosome [22].

11.3. Phénomeénes de rétrocontrble négatif

A I'état physiologique, plusieurs phénomeénes de rétrocontrble négatif sont mis en jeu lors de
I'activation de la voie Shh. Parmi ceux-ci, la protéine HHifedhegog Interacting Protein)

est une protéine qui va se lier a Shh au niveau de la membrane cellulaire et ainsi entrer en
compétition avec Ptch [23]. La liaison de Ptch avec son ligand Shh va également exercer un
phénomene de contréle négatif par phénomene d’endocytose [22]. Enfin, les protéines ZIC

sont des facteurs de transcription, qui interagissent avec les protéines Gli via leur domaine a
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doigt de zinc[24], et ont une activité activatrice ou inhibitrice de Gli en fonction du type de

cellule et des conditions[25].

Points forts a retenir :

- La protéine Shh se fixe a son récepteur membranaire Ptch, avec activation d’ung autre
protéine membranaire Smo, et activation des facteurs de transcription Gli.

- Des phénomenes de rétrocontréle négatifs régulent a I'état physiologique la voie $hh

12.Voie Shh dans le développement

La voie Shh est capitale durant le développement embryonnaire [1]. Son activité est
cependant dépendante du site de I'organisme ou la voie est activée. Ainsi, chez le mammifére,
Shh agit comme un morphogéne au niveau du développement des membres, déterminant
'identité et le nombre des doigts. Il agit également comme morphogene pour le
développement du systeme nerveux central au niveau de la créte neural, avec un effet
inducteur dans I'axe dorso-ventral. Son action dans le développement pulmonaire est plus
complexe. En effet, le développement de I'axe bronchique se fait par ramification. La mise en
place de I'arbre aérien se fait entre faettla 16 semaine, par ramification dichotomique a
partir du bourgeon épithélial original. Plusieurs facteurs sont inducteurs de ce
bourgeonnement, et sont produits par le mésenchyme a destination des cellules épithéliales. II
s’agit principalement du FGF-1CFiproblast Growth Factor-10), qui va se fixer a son
récepteur FGFR2HGF Receptor-2 au niveau épithélial. Plusieurs facteurs interviennent

comme régulateur de ce bourgeonnement épithélial. Certains sont externes a I'épithélium,
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comme le TGB (Transforming Growth Factof), ou ont une action interne a I'épithélium,
comme Sprouty2 ou Wntingless Integration sije mais les principaux sont sécrétés par
I'épithélium a destination du mésenchyme, comme Shh ou BME®he( Morphogenic
Protein 4). Ainsi, Shh réprime fortement I'expression de FGF-10 dans le mésenchyme (Figure
2). L'apparition de nouveaux foyers sécréteurs de FGF-10 provoque le bourgeonnement
dichotomique. Shh agit donc comme régulateur spatial de FGF-10 durant le développement de

I'arbre bronchique.

Points forts a retenir :

- Lavoie Shh joue un réle majeur pendant I'embryogenese et le développement
- Lors du développement pulmonaire et la bronchogenese, la protéine Shh est sécrétée

par I'épithélium et agit au niveau du mésenchyme
- Shh joue un role de régulateur du bourgeonnement épithélial en réprimant I'expregsion

de FGF-10 dans le mésenchyme
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13.Voie Shh et cancer

13.1. Généralités

13.1.1Principaux mécanismes d’activation de Shh dans les cancers solides

La voie Shh est réactivée dans un certain nombre de cancers solides. Plusieurs mécanismes
ont été décrits. La voie Shh peut ainsi étre activée via la présence de mutations somatiques au
niveau des différents effecteurs de cette voie. Ainsi, le syndrome de Gorlin, qui induit la
formation de carcinomes baso-cellulaire multiples, de rhabdomyosarcomes et de
médulloblastomes, est caractérisé par la présence de mutation constitutionnelle inactivatrice
de Ptch, qui induit donc une activation continue de Smo [2,3]. Des mutatioB&BE ont
également été décrites dans les médulloblastomes sporadiques [5]. Dans les formes
sporadiques de carcinomes baso-cellulaires, il existe une mutation de la voie Shh (mutation
inactivatrice dePtch ou mutation activatrice d&mo)dans environ 70% des cas [4].
L’'importance de I'activation de la voie Shh dans ce type de cancer a permis le développement
et la mise sur le marché d’un inhibiteur de Smo (vismodegib, Erivedge® (Genentech, USA))

dans le traitement des carcinomes baso-cellulaires [26].

Dans de nombreux autres cancers, une activation de la voie Shh a été décrite sans mise en
evidence de mutation de la voie Shh. Il s’agit alors d’'un mécanisme d’activation par voie
auto- et paracrine, via la sécrétion de la protéine Shh. Un tel mécanisme d’activation a été

décrit dans les cancers du sein, du pancréas et de la prostate [6-8].

86



13.1.2Geénes cibles de I'activation de Shh dans le cancer

Les genes activés par les facteurs de transcription Gli sont tres différents en fonction du
contexte et du type de cellule concerné [27]. La plupart des géenes sont impliqués dans la
prolifération, la survie cellulaire, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et le
phénotype de cellule souche cancéreuse (CSC). Il existe également des génes cibles de Gli qui
vont exercer un rétrocontréle négatif de la voie Shh. Le tableau 1 résume les principaux genes

cibles de 'activation de la voie Shh.

13.2. Voie Shh et CSC

Plusieurs travaux ont montré une relation étroite entre la voie Shh et les CSC. En effet, Shh
est une des voies de signalisation préférentiellement activée au sein des CSC, tout comme les
voies Wnt et Notch. Plusieurs marqueurs de CSC ont été développés pour caractériser et isoler
ces cellules, comme des marqueurs membranaires (CD133, CD44, BCRP) [28].La capacité
d’efflux du Hoechst 33342 («side population » (SP)), c’est-a-dire le transport actif du
Hoechst 33342 du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire, via notamment des
transporteurs ABC, a également été utilisée comme marqueur de CSC [29]. Plus récemment,
de nombreux travaux ont validé l'activité ALDHAIflehyde Dehydrogengsecomme
marqueur de CSC, notamment dans le CBNPC [30,31]. ALDH est un groupe d’enzymes
responsables de I'oxydation des aldéhydes. Leur activité semble augmentée dans les cellules
souches. Ainsi, leur suractivité est impliguée dans le métabolisme alcoolique, le métabolisme
de la vitamine A, la résistance a certains agents de chimiothérapie (cyclophosphamide...) et la

différenciation précoce des cellules souches [32].
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La relation entre les CSC et la voie Shh a été bien documentée dans la littérature. Ainsi, Li et
al. [14]ont isolé au sein de cultures primaires d’adénocarcinomes pancréatiques des cellules
ayant un phénotype de CSC (CD44(+)CD24(+)ESA(+)). Ces cellules avaient un potentiel
d’oncogenese 100 fois supérieur aux autres cellules, mesuré par la formation de xénogreffes
sur souris immunodéprimés. Ces cellules avaient une surexpression de la voie Shh par rapport
aux autres cellules tumorales. Dans un autre travail portant sur des lignées cellulaires de
cancer bronchique (HCC et H1339), I'inhibition de la voie Shh par vismodegib entrainait une
diminution de la population de CSC [33] mesurée la capacité d'efflux du Hoechst 33342
(cellules SP+) par analyse en cytométrie de flux. Le taux de cellules SP+ passait de 0,45%
(HCC) et 0,75% (H13339) a 0,24% (HCC) et 0,18% (H1339) apres traitement par le
vismodegib [33]. Des résultats similaires ont été mis en évidence dans des modeles de
glioblastomes PTEN-dépendants[34] ou dans les cancers de vessie [35]. Enfin, Lemjabbar-
Alaoui et al. [15]ont étudié un modéle de carcinogenése bronchique induite par la fumée de
cigarette dans lequel des cellules bronchiques humaines issues de cultures primaires, étaient
exposées pendant 8 jours a la fumée de tabac. A lissue de cette exposition, les cellules
bronchiques avaient acquis un phénotype tumoral, avec augmentation de leur prolifération, de
leur capacité de croissance en agarose, et de leur capacité de former des xénogreffes
tumorales sur souris immunodéprimées. Il existait une activation des voies de signalisation
Wnt et Shh dans ces cellules. L'inhibition de la voie Shh prévenait I'apparition du phénotype
tumoral des cellules exposées a la fumée. Ces résultats soulignent le réle majeur probable de

la voie Shh dans I'oncogenese des CBNPC.
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13.3. Activation de la voie Shh dans le CBPC

Watkins et al. [9]ont pu montrer que la voie Shh était activée dans les CBPC, avec un
mécanisme d’activation auto- et juxtacrine. En effet, I'étude de I'expression de Shh et Glil
par imunohistochimie et Western Blot sur des prélévements humains et des lignées cellulaires
de CBPC a mis en évidence une surexpression de ces protéines par les cellules tumorales.
L’inhibition de la voie Shh par la cyclopamine (inhibiteur de Smo, Figure 1B) inhibait la
croissance tumorale des cellules de CB#@tro etin vivo sur des xénogreffes. Ces résultats

ont été confirmés sur des modeéles murins transgéniques, porteuses d'une délétion de
Rbletinoblastoma 1) et d@RP53 {ransformation relatedprotein 53) [36]. La délétion de

Smo dans ces modéles, ainsi que l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la voie Shh,
inhibaient la croissance tumorale. Ces résultats ont conduits a la mise en place par I'Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) d'un essai clinique de phase Il testant l'intérét de
'ajout du vismodegib a une chimiothérapie par cisplatine et etoposide(CE) dans les CBPC
disséming, en premiére ligne de traitement (essai ECOG-1508).Les résultats sont décevants.
Aucune différence en terme de survie sans progression (médiane 4,4 mois (CE) versus 4,6
mois (CE + vismodegib)) ni de survie globale (médiane 9,1 mois (CE) versus 9,8 mois (CE +
vismodegib)) n’a été mise en évidence entre les patients ayant recu une chimiothérapie par CE
seule et ceux traités par CE + vismodegib [37]. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ces
résultats negatifs, comme l'absence de sélection d’'un phénotype de patients particuliers
('inhibition de la voie Shh n’est-elle bénéfique que pour les patients chimiorésistants ?),
'absence de biomarqueur permettant d’identifier les patients susceptibles de bénéficier du
vismodegib, ou encore le modéle de traitement concomitant (chimiothérapie et vismodegib)

utilisé dans cet essai.

89



13.4. Activation de la voie Shh dans le CBNPC

La voie Shh est également réactivee dans le CBNPC. Yuan et al. [10] ont montré une
activation de la voie Shh dans un certain nombre de lignées cellulaires de CBNPC. lIs ont
également analysés l'expression de Glil par immunohistochimie sur un panel de 120
échantillons de cancers bronchiques (tissue microarray). lls ont ainsi mis en évidence une
positivité dans 87% des adénocarcinomes et 93% des carcinomes épidermoides. Une autre
étude par analyse immunohistochimique des différents composés de la voie Shh sur 80 piéces
chirurgicales de CBNPC (stade | a Ill) a également montré une expression de Shh (97,5%),
Ptchl (78,7%), Smo (72,5%), Glil (98,7%) et Gli2 (87,5%) [11]. L'expression était présente
uniguement dans les cellules tumorales. Les tissus normaux peéri-tumoraux étaient négatifs.
Dans une autre étude de 248 CBNPC de stade précoce, I'expression des différents composés

de la voie Shh n’était pas corrélée a la survie sans récidive ou a la survie globale [12].

L’hypothése d’un réle protumoral de la voie Shh dans les CBNPC a été confirmée dans une
étude récente [38]. Les auteurs ont analysé I'expression de la voie Shh, par PCR sur 2
cohortes différentes de patients ayant un carcinome épidermoide bronchique (n=178 et n=56),
ainsi que sur 4 lignées de carcinome épidermoide bronchique (H520, H2170, H226, et SK-
MES-1). La voie Shh était activée dans les prélevements de ces 2 cohortaso,
l'inhibition de la voie Shh, notamment I'inhibition de Gli2 par siRNA ou par une molécule
inhibitrice (GANT61), diminuait la prolifération et activait I'apoptose. L'utilisation de
GANT61 in vivo sur des modeles de xénogreffes montrait également une activité anti-

tumorale.

Concernant le rbéle de la voie Shh dans la chimiorésistance, il a été montré une corrélation

entre I'activation de la voie Shh dans les cellules cancéreuses et I'expression de transporteurs
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ABC (ATP-binding cassetfampliqués dans la chimiorésistance, comme MDR1 et ABCG2
[39]. L'acquisition d’'un phénotype mésenchymateux par les cellules tumorales (transition
épithélio-mésenchymateuse), connu comme facteur de chimiorésistance, a également été
montrée comme étant associée a l'activation de la voie Shh. Ainsi, il existe une corrélation
inverse entre I'expression de Gli et celle des marqueurs épithéliaux comme I'E-cadhérine
[40]. Plusieurs études ont testé I'association Shh et chimiorésistavit® etin vivo. Tian et

al. [41] ont montré que, sur des lignées cellulaires de cancer bronchique résistantes au
cisplatine, le vismodegib inhibait de facon significative la prolifération tumanabétro.
L’inhibition de la voie Shh par vismodegib ou par siRNA sensibilise également aux
inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de 'EGFR. Ahmad et al. [42] ont utilisé la lignée A549,
rendue résistante au cisplatine et a l'erlotinib via un traitement paf Tf&F permet
I'acquisition d’'un phénotype mésenchymateux (A549M). Les IC50 du cisplatine et de
I'erlotinib étaient significativement plus basses avec un pré-traitement par vismodegib ou
siRNA anti-Shh. L’administration de vismodegib entrainait la diminution de I'expression de

marqueurs de CSC, comme Sox2 ou Nanog.

13.5. Activation de la voie Shh dans le MPM

De maniére analogue, une surexpression des protéines de la voie Shh a été mise en évidence
dans le MPM, tandis que le tissu pleural normal ne les exprime pas [13]. Par ailleurs, sur des
modeles de cultures primaires de MPM, linhibition de Smo entraine une diminution
significative de la croissance tumorale via I'inhibition de Glil.Enfin, I'inhibition de Smo a
également une action anti-tumoratevivo sur des modeles de xénogreffes animales. Des

résultats similaires ont été obtenus par l'inhibition directe de Gli par siRNA ou ['utilisation
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d'une petite molécule inhibitrice de Gli (Gli-l) [43] ou de GANT61[44]. Par ailleurs, de
maniére intéressante, l'inhibition de Gli permet une potentialisation de I'action cytotoxique de
la chimiothérapiein vitro. La molécule Gli-l a un effet cytotoxique synergique avec le

pemetrexed sur des lignées de MPM[43].

Points forts a retenir :

N

La voie Shh est réactivée dans les cancers thoraciques, que ce soit le CBPC, le

CBNPC et le mésothéliome pleural
- Lavoie Shh semble liée aux cellules souches cancéreuses
- Elle jouerait un réle dans la prolifération tumorale, mais aussi dans la chimiorésistance
etla TEM

- L'inhibition de la voie Shh a une activité antitumorale in vitro et in vivo

14.Conclusion

Outre son rdle bien connu lors de I'embryogenese, la voie Shh joue également un réle

protumoral dans un certain nombre de cancers solides, comme les cancers thoraciques. Elle
est réactivée dans les CBPC, les CBNPC et les MPM, par un mécanisme d’activation auto- et
juxtracrine, sans qu’actuellement aucune des mutations somatiques connues n’aient été mise
en évidence. La voie Shh, intimement liée aux CSCs et a la carcinogenése, est également
corrélée a la résistance aux traitements anticancéreux, comme la chimiothérapie cytotoxique,

et possiblement aux thérapies ciblées comme les ITK de 'EGFR. L'inhibition de la voie Shh
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représente donc une approche prometteuse dans la prise en charge des cancers thoraciques, et

des essais thérapeutiques sont nécessaires dans le CBNPC et le MPM.

Points forts généraux :

La voie Shh joue un rbéle majeur lors de I'embryogenése, notamment durant]le
développement pulmonaire

- Cette voie est réactivée dans les cancers thoraciques (CBPC, CBNPC, mésothélipme
pleurale)

- Elle joue un réle dans la prolifération tumorale, est associée a la TEM et a|la
chimiorésistance

- L’inhibition de la voie Shh permet une sensibilisation a la chimiothérapie in vitro

- L’inhibition de la voie Shh a une action antitumorale in vitro et in vivo

- La recherche clinique sur I'effet de I'inhibition de la voie Shh dans la prise en charge

des cancers thoraciques doit étre encouragée
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Tableau 1 :Principaux genes cibles de la voie Shh. D’aprés Katoh[27]

Géne

TEM

CSC

rétrocontréle positif de la voie Shh
rétrocontrble négatif de la voie Shh

prolifération cellulaire

survie cellulaire

autres

FOXC2
SNAI1
TWIST2
ZEB1
ZEB2
JAG2
FST
GREM1
BMP4
WNT2B
WNT5A
PDGFRA
BMI1
LGRS
CD44
CD133
GLI1
PTCH1
PTCH2
HHIP1
MYCN
CCND1
CCND2
CCNE
FOXM1
CCNB1
CDC25B
BCL2
CFLAR
FOXF1
FOXL1
PRDM1
PTHLH
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Figure 1 : Voie de signalisation Shh.

A B

vismodegib (GDC 0449)
cyclopamine Shh

GANT61

g o \/ Gli-I

A : en I'absence de fixation de Shh sur Ptch, Ptch exerce une action inhibitrice sur Smo. Gli

est associé a SUFU dans le cytoplasme et est indctén cas de fixation de Shh sur Ptch, il

y a levée de l'inhibition de Smo et activation de Gli qui va passer dans le noyau et activer la
transcription des genes cibles. Plusieurs inhibiteurs de la vois Shh existent : inhibiteurs de
Smo (vismodegib, cyclopamine) et inhibiteurs de Gli (GANT61, petite molécule inhibitrice de

Gli (Gli-1)).
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Figure 2: Interactions épithélium - mésenchyme lors du bourgeonnement et de la

ramification bronchique au cours du développement, et réle de Shh.

Bourgeon épithélial Mésenchyme
| |

il )

N FGFR2B

CGF signali-rs
Bh@

La croissance épithéliale est stimulée par la sécrétion de FGF-10 par le mésenchyme. Des
facteurs régulateurs vont intervenir, comme Shh, Sprouty (Spry2)3, W8hRt et BMP4. Shh
va ainsi étre sécrétée par I'épithélium dans le mésenchyme et va inhiber FGF-10. La balance

Shh-FGF-10 va permettre la ramification et la dichotomie bronchique. D’apres Affolter et al.

[45].
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3. Etude du role de I'activation de la voie Shh dans la résistance a la chimiothérapie a

base de sel de platine dans les CBNPC de stade avancé

3.1. Article 3

Giroux Leprieur E*, Vieira T*, Antoine M, Rozensztajn N, Rabbe N, Schlick L, Cadranel J,
Wislez M. Sonic Hedgehog pathway activation is associated with resistance to platinum-

based chemotherapy in advanced non-small cell lung carcinoma. En cours d’écriture

* EGL et TV ont également participé a la réalisation de ce manuscrit

3.2.Présentation de 'article et commentaires

Nous avons cherché a établir un lien entre I'activation de la voie Shh, décrite comme
réactivée dans les CBNPC, et la chimiorésistance. A partir de la cohorte de 178 patients ayant
un CBNPC de stade avancé et traités entre 2003 et 2006 dans le service de Pneumologie de
I'Hépital Tenon par une chimiothérapie a base de platine Eh lhne, nous avons
sélectionnés les patients ayant un prélévement chirurgical diagnostique (n=36). L'activation
de la voie Shh a été étudiée a travers I'expression de Glil et Gli2 par IHC et par Western Blot.
Sur les 36 patients sélectionnés, 12 étaient réfractaires a la chimiothérapie (33,3%) et 24
contrélés. L'immunomarquage en IHC a été fait avec les anticorps sc-20687 (Glil, Santa
Cruz) et ab-26056 (Gli2, Abcam). L'expression de Gli a été cotée sur l'intensité du marquage
nucléaire : 0 (pas de marquage) a 3 (marquage tres intense). Le score était considéré comme
positif si >25% des cellules avaient un marquage avec une it#ens?2 (Wang 2012).
L’ensemble des prélevements a été relu et le score quantifié par un anatomo-pathologiste
spécialisé (Dr Martine Antoine, Hopital Tenon). L'expression de Glil et Gli2 n’était

retrouvée que dans les cellules tumorales et non dans le tissu normal péri-tumoral.
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L’expression était hétérogene au sein de la tumeur. Le pourcentage médian de cellules
tumorales exprimant Glil et Gli2 était respectivement de 80% (IQR 50-90%) et 40% (IQR
12,5-45%) au sein de chaque tumeur. Concernant I'expression de Glil, 11 patients avaient un
score positif (31,4%), et 24 un score négatif (68,6%) (1 préléevement tumoral n’était pas
exploitable). Concernant I'expression de Gli2, 7 patients avaient un score positif (19,4%), et
29 un score négatif (80,6%). Il n'a pas été mis en évidence de différence en termes
d’expression de Glil entre les patients réfractaires et les contrélés (score positif 41,7% versus
26,1%, respectivement ; p=0,35). Par contre, I'expression de GLI2 était plus souvent positive
chez les patients réfractaires que les contrdlés (41,7% versus 8,3%, respectivement ; p=0,02).
La positivité du score Gli2 était plus fréquente dans les stades IV que dans les stades llib, ce
qui souleve I'hypothese de son association avec I'agressivité de la maladie. Elle n’était pas
associée a un type histologique particulier. La positivité du score Gli2 était associée a la
survie sans progression, avec une médiane de 2,1 mois (IQR 1,8-5,2) en cas de score positif,
versus 6,7 mois (IQR 4,2-12,1) en cas de score négatif (p=0,03). Elle était également associée
a la survie globale, avec une médiane de 8 mois (IQR 4,5-9,7) en cas de score positif, versus
18 mois (IQR 11,2-27,0) en cas de score négatif (p=0,002). Ces résultats d'IHC doivent étre
confirmés par les Western Blot (résultats en cours). En analyse multivariée sur la SSP, les
seuls facteurs indépendants retrouvés étaient le sous-type histologique sarcomatoide
(HR=14,29 ; IC95% 2,30-83,33 ; p=0,004), et le score Gli2 positif (HR = 2,64 ; IC95% 1,05-
6,63 ; p=0,04). En analyse multivariée sur la survie globale, seule le score Gli2 positif était
significatif (HR=4.36; 1C95% 1,67-11,36; p=0,003). Pour s’assurer du réel impact de
I'expression de Gli2 sur la SSP et la survie globale, indépendamment du seuil choisi de
positivité du score IHC, nous avons également étudié le score d’intensité de marquage Gli2

(de 0 a 3) comme variable continue en analyse multivariée. L'expression de Gli2 restait alors
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indépendamment corrélée a la SSP (HR=1,75; IC95% 1,15-2,69 ; p=0,01), et le seul facteur

indépendant sur la survie globale (HR=1,81 ; IC95% 1,18-2,77 ; p=0,007).

Nous avons ensuite utilisées des lignées cellulaires de CBNPC (H322 et A549) et des cultures
primaires issues de patients ayant un carcinome sarcomatoide (n=4) pour étudier le réle de la
voie Shh dans la chimiorésistance. Nous avons traité ces différentes lignées par du cisplatine,
du vismodegib (inhibiteur de Smo) et par la combinaison des 2 médicaments. Les lignées de
carcinome sarcomatoide apparaissaient comme les plus résistantes au cisplatine (IC50 entre
67uM et plus de 500uM, versus 27uM et 56uM pour H322 et A549). Le vismodegib seul
n'avait pas d’action cytotoxique significative; I'association vismodegib et cisplatine avait un
effet synergique, surtout pour les lignées les plus résistantes au cisplatine, comme le montre le
calcul du score de synergie (méthode de Chou-Talalay (Chou 2010) ; Combinational Index
(CI) : CI<1: effet synergique; CI=1 : effet additif ; CI>1 : effet antagoniste). Il existait une

corrélation trés forte entre I'IC50 pour le cisplatine et le CI.

Cette étude confirme le role de la voie Shh dans la résistance a la chimiothérapie a base de sel
de platine dans le CBNPC. La forte expression de Gli2 semble étre associée a la résistance a
la chimiothérapie a base de sels de platine, et I'inhibition de la voie Shh pourrait sensibiliser

aux sels de platine les CBNPC les plus chimiorésistants.
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Introduction

Despite great progress in oncogenic driver identification, most of advanced non-small
cell lung cancers (NSCLC) are treated with first-line cytotoxic platinum-based
chemotherapy. According to main randomized phase Il trials, around 25% to 30% of
patients have early progression under chemotherapy, and are called refractory
patients (r-patients) [1-10]. We have already described clinical, histopathological and
molecular characteristics of r-patients [11]. The only factor independently correlated
to early progression was the sarcomatoid subtype. Many predictive factors of
resistance to platinum-based chemotherapy have been extensively studied so far in
NSCLC. ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementary group 1) is a protein
involved in DNA repair. Its predictive role of adjuvant chemotherapy benefit in early
stage NSCLC has been demonstrated [12], although its impact in chemoresistance in
advanced stage is more controversial [13-17]. Besides, a recent study has shown
that the antibody used for ERCC1 expression in immunohistochemistry (IHC) is not
reliable, and so ERCC1 expression testing in IHC in not recommended anymore [18].
A recent phase Il trial has demonstrated the feasibility of a personalized adjuvant
treatment, according to EGFR and ERCC1 status [19]. Because of lack of reliability of
the ERCC1 antibody, preplanned phase Il trial was canceled. BRCA1 (Breast
Cancer 1) is another protein involved in DNA repair. Its prognostic role on survival for
NSCLC treated with chemotherapy is likely, but its impact on chemoresistance
prediction in advanced stage NSCLC is still under evaluation [20-23]. Other predictive
markers (MSH2, ABC transporters) have failed to clearly demonstrate a predictive
role of chemoresistance in advanced stage NSCLC [22,24-27]. There is an urgent

need of validation of new predictive markers.
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The role of cancer stem cells (CSC) has been evocated [28]. CSC are a small
undifferenciated tumor cells contingent, that are chemoresistant and responsible of
cancer relapse and metastatic spreading. Some specific pathways are
overexpressed in CSC, as Sonic Hedgehog (Shh) pathway. Overexpression of Shh
pathway has been proved in small-cell lung cancer (SCLC) and in NSCLC, through
an auto-and paracrine activation [29-33]. The final downstream factor in the Shh
pathway is Gli protein family (mainly Glil and Gli2), responsible of gene transcription.
Several studies have suggested a role of Shh pathway in chemoresistance. In this
study, we proposed to study the role of Shh pathway activation in advanced NSCLC

refractory to first-line platinum-based chemotherapy.
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Patients and methods
Patients and tumors samples

We retrospectively reviewed all consecutive patients treated in our department with a
platinum-based doublet chemotherapy as the first-line therapy for non-irradiable Illb-
IV NSCLC, according to the 6™ IASLC TNM edition. We selected patients with
surgical samples, in order to have enough material for biomarker analysis
(Tumorotheque des Hopitaux Universitaires de I'Est Parisien (HUEP), AP-HP, Hopital
Tenon). The inclusion period ran from January 2003 to December 2006.
Demographic, histological, and treatment data were recorded. All patients were
evaluated for tumor response after three cycles of treatment by clinical examination,
chest X-ray, and chest and upper abdomen CT scan, by dedicated radiologists
specialized in thoracic oncology. At that time, patients were classified as having early
progressive disease(r-patients) or as controlled disease (c-patients, i.e., complete or
partial response, or stable disease) according to WHO criteria. All tumor samples
were collected and centrally reviewed by a pathologist specialized in thoracic
malignancies (M.A). The pathologist was blind to patients' clinical outcome. The
histological type was determined according to the latest IASLC WHO classification

[34].

Immunohistochemistry (IHC)

We used anti- rabbit Gli 1 antibody (sc-20687, 1:75, Santa Cruz) and anti-rabbit Gli 2
antibody (ab-26056, 1:200, Abcam, UK) for IHC, according to standard protocol. IHC
nuclear intensity staining were scored from 0 (no staining) to 3 (strong nuclear

staining). Score was considered as positive if 225% of tumor cells had a staining
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intensity =2 [35]. All the IHC staining results have been validated by a pathologist

specialized in thoracic malignancies (M.A).

Molecular biomarkers

EGFR (exons 19, 20, 21) and KRAS (exon 2) mutations were searched by direct
sequencing. DNA extraction was made with the QIAmp DNA mini-kit (Qiagen,
Netherlands) from paraffin-embedded tissue, according to the manufacturer’s
instructions. All mutations were confirmed by a second PCR analysis. DNA samples
were tested twice for amplification to definitively conclude them as being non-

amplifiable.

The ALK-fusion transcript was searched by IHC on 4uM slides from paraffin-
embedded tissue, using a monoclonal mouse antibody (5A4) (Abcam, UK) on a
Benchmark system (Ventana Medical System, USA), according to the manufacturer’s
instructions [36]. Staining was quantified as the percentage of positive cells (0—100%)
with an intensity of 0 (no staining) to 3 (strong staining). A 10% positivity of cells with

an intensity 22 was considered as positive staining, as reported by Yi et al. [37].

Cultures and MTT assays

Primary cultures were obtained from tumors from 4 patients with sarcomatoid
carcinoma, and cultured in a mix of Iscove Modified Dulbecco’'s Medium (IMDM,
Lonza Group Ltd., Switzerland) and Bronchial Epithelial cell Basal Medium (BEBM,
Lonza) (2:1), with supplementation with 10% fetal bovine serum (FBS) and Bronchial

Epithelial cell growth Medium (BEGM, Lonza). A549 and H322 cell lines were
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obtained from ATCC and cultured in RPMI culture medium, supplemented with 10%
FBS. At 100% confluence, cells were trypsinized and seemed in 96-wells plates
(5000cells/well) with RPMI + 10% SVF. At d1, cells were treated by cisplatin (Sigma
Aldrich, USA), vismodegib (SelleckChem, USA) or cisplatin and vismodegib, at 20uM
concentration for each drug, according to dose effect observed in preliminary studies.
Negative controls used diluent alone (NaCl solution or DMSO). At d2, WST-1
proliferation assay (Roche, Germany) was added in each well, and optic density was
read 2 hours later (450nm) on spectrophotometer. Density was normalized according
to control (DMSO or NaCl solution). Experiments were conducted in quadruplicate,

and repeated 3 times each.

Statistical analyses

Comparisons of categorical variables between r- and c-patients were performed
using the chi-squared test, whereas comparisons between continuous variables were
made using the Mann—Whitney test. Continuous variables were expressed as mean
+ standard deviation (SD) for normal distributions, or median + interquartile range
(IQR) for non-normal distributions. Progression-free survival and overall survival were
evaluated using the Kaplan—Meyer method (log-rank test), and were expressed as
median = IQR. The censoring date was the 07/02/2014. Multivariate analysis was
performed using a logistical regression model, and included all variables with a p-
value<0.25 in univariate comparison between r- and c-patients. The combinational
effects of treatments were quantified using the Chou-Talalay Method to obtain the
Combinational Index (Cl), where CI <1, = 1, >1 represent synergism, additive effect,

and antagonism respectively [38]. Correlation between IC50 of cisplatin and the
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combinational index was performed with Spearman test. P-values <0.05 were
considered as significant. Statistical analyses were carried out using Xlstat 2014

software (Addinsoft®, France).
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Results

r-patients have higher Gli2 expression than c-patients

Between 2003 and 2006, 256 consecutive patients were diagnosed with stage Ilib or
IV NSCLC. Eleven patients were not treated because of their poor performance
status (PS 3 or 4). Of the 245 treated patients, 178 received platinum-based doublet
chemotherapy as the first-line treatment. Data on this cohort have been previously
published [11]. Of these 178 patients, 36 had surgical pathological samples available
for analysis. Demographic data are summarized in Table 1. R-patients were more
often women (66.7% in r-patients vs 20.8% in c-patients, p=0.01). Glil and Gli2 were
expressed in tumor cells; there was no expression in normal lung tissue. IHC for Glil
showed that 11 samples had a positive Glil score (31.4%), and 24 samples had a
negative score (68.6%) (1 sample was not contributive). Among positive samples,
median percentage of positive tumor cells for Glil was 80% (IQR 50-90%). IHC for
Gli2 showed that 7 samples had a positive Gli2 score (19.4%) and 29 samples had a
negative score (80.6%) (Figure 1A-C). Among positive samples, median percentage
of positive tumor cells for Gli2 was 40% (IQR 12,5-45%). Glil positive score was not
different between r-patients and c-patients (41.7% vs 26.1%, respectively; p=0.35)
(Figure 1D). Gli2 positive score was more frequent in r-patients than in c-patients
(41.7% vs 8.3%, respectively; p=0.02) (Figure 1E). Characteristics of Gli2-positive
patients are summarized in Table 2. Gli2-positive score was also more frequent in
stage IV than in lllb patients: of the 7 Gli2-positive samples, 6 (85.7%) were stage IV
and 1 (14.3%) was stage lllb, whereas of the 29 Gli2-negative samples, 12 (41.4%)
were stage IV and 17 (58.6%) were stage lllb (p=0.04). No difference was observed

concerning histological subtypes for Gli2 staining.
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Patients with Gli2-positive tumors had shorter PFS and shorter OS compared to c-

patients

Glil-positive score had no incidence on PFS or OS (Figure 2A and B). Gli2-positive
score was associated with shorter PFS and shorter OS (Figure 2C and D). Patients
with Gli2-positive score had a median PFS of 2.1 months (IQR 1.8-5.2), whereas
patients with Gli2-negative score had median PFS of 6.7 months (IQR 4.2-12.1)
(p=0.03). Patients with Gli2-positive score had a median OS of 8.01 months (IQR
4.5-9.7), whereas patients with Gli2-negative score had a median OS of 18.0 months
(IQR 11.2-27.0). In multivariate analysis on PFS (Table 3), significant variables were
sarcomatoid histological subtype (HR=14.29; IC95% 2.30-83.33; p=0.004) and Gli2-
positive score (HR=2.64; IC95% 1.05-6.63; p=0.04). In multivariate analysis on OS
(Table 4), the only significant variable was Gli2-positive score (HR=4.36; 1C95%
1.67-11.36; p=0.003). In order to confirm the prognostic and predictive impact of Gli2
expression, independently of positivity cut-off, we analyzed the staining intensity as a
continuous variable in multivariate analysis. Gli2 expression was still an independent
factor of SSP (HR=1.75; 1C95% 1.15-2.69; p=0.01) and OS (HR=1.81; 1C95% 1.18-

2.77; p=0.007).

Inhibition of Shh pathway sensitizes chemoresistant CBNPC cells in vitro

We used CBNPC cell lines (H322 and AA549) as well as 4 different primary cell
cultures of sarcomatoid carcinomas, developed from r-patients, and treated in vitro by
cisplatin. As expected, H322 and A549 cell lines were more chemosensitive (IC50 of

27uM and 56uM, respectively), than the 4 sarcomatoid primary cell cultures (IC50 of
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67uM, 75uM, 100uM and 500uM). Inhibition of Shh pathway, using a Smo inhibitor
(vismodegib), induced minimal cytotoxic effect on the 6 different cell types. As shown
in the Figure 3A, concomitant treatment with cisplatin and vismodegib induced
synergic cytotoxic effect in the 3 most resistant sarcomatoid primary cultures, as
shown by the combinational index (Cl) <1, and had no synergistic effect in the most
chemosensitive sarcomatoid primary culture (with IC50 for cisplatin similar to IC50 of
A549) and the 2 NSCLC cell lines. There was also a significant correlation between
IC50 of cisplatin and the CI, suggesting that the benefit of vismodegib is larger in the

most chemoresistant cells (Figure 3B).
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Discussion

We found Shh pathway was activated in advanced NSCLC, with expression of Glil
and Gli2 in the majority of tumor cells. Moreover, Gli2-positive score is associated
with chemoresistance. R-patients had more often a Gli2-positive score compared to
c-patients, and it was an independent factor of poor PFS and OS in multivariate
analysis. In vitro studies confirmed that inhibition of Shh pathway had a synergistic
effect with cisplatin on proliferation inhibition, especially in the most chemoresistant

cells.

Shh pathway is physiologically expressed during the development. It has been
shown to be overexpressed in many solid tumors, as CBNPC [31-33]. Shh pathway
seems to have an oncogenic role in NSCLC. Huang et al. have shown an activation
of the Shh pathway in NSCLC, both in vitro and in vivo [39]. Several studies have
shown a correlation between Shh activation and chemoresistance. Shh activation is
associated with ABC transporters expression, as MDR1 or ABCG2, involved in
chemoresistance through efflux of drugs [40]. Inhibition of Shh pathway with
vismodegib inhibited cell proliferation in cisplatin-resistant lung cancer cells [41].
Same results have been shown with EGFR tyrosine kinase inhibitors [42].
Interestingly, we found that Gli-2 positive samples were more often stage IV,
suggesting the role of Shh pathway activation in tumor dissemination. Yue et al. have
demonstrated in lung squamous carcinomas a correlation between Shh activation,
evaluated through GIli expression, and epithelial-mesenchymal transition (EMT),
known to be involved in metastatic spreading and chemoresistance [43]. Equivalent
results were obtained in another chemoresistant thoracic malignancy that is pleural

mesothelioma [44].
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We found in our study that Gli2 has an impact on prognosis in advanced NSCLC.
Previous studies have suggested a prognostic role of Glil expression in early stage
NSCLC. Glil1 expression in IHC was inversely correlated with disease-free survival in
early stage squamous cell carcinoma [43], but Gli2 was not tested in this study. Little
is known about transcriptional activity differences between Glil and Gli2. Both have
the same promoter fixation site [45]. However, the first mediator activated after Shh
fixation on its receptor seems to be Gli2. Glil is expressed secondarily and induced
by Gli2 [46]. Activation of Shh pathway prompted first Gli2 activation that induced
gene transcription, including Glil transcription [47]. However, these studies have
been conducted in developmental steps or in normal tissues. We do not know clearly
yet if there are some distinctions in Glil and Gli2 activities in solid tumors. The
majority of studies in NSCLC have used Glil, and not Gli2, as Shh pathway
surrogate marker. Because we found an impact of Gli2 and not of Glil on SSP or OS,
some differences may exist between these 2 proteins in NSCLC, and further studies

are needed.

Our study has several limitations. First, this is a retrospective study, on a small
number of patients. Besides, we studied only samples from surgical procedures.
Further experiments are needed to validate Gli2 IHC score and its prognosis impact

in a larger prospective validation cohort, including small size biopsies.

In conclusion, activation of Shh pathway seems to have a critical role in term of
chemoresistance. The benefit of Shh pathway inhibition is larger in chemoresistant
CBNPC. The evaluation of targeted Shh therapies in NSCLC should be performed in

clinical studies, particularly in r-patients.
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Tablel: Demographic, pathological and molecular characteristics of patients

Total (n=36) r-patients (n=12) c-patients (n=24) p-value
Age (mean +SD) 53.4 (£10.2) 53.4 (£8.1) 54.8 (+11.3) 0.718
Gender (men) 23 (63.9) 4 (33.3) 19 (79.2) 0.007
Stage (IV) 23 (63.9) 9 (75.0) 14 (58.3) 0.326
Tobacco status (N/FS/CS) 3/9/23 (8.6/25.7/65.7) 1/3/7 (9.1/27.3/63.6) 2/5/16 (8.3/25.0/66.7) 0.934
Histology 0.214
Adenocarcinoma 24 (66.7) 7 (58.3) 17 (70.8)
squamous cell carcinoma 4(11.1) 2 (16.7) 3 (12.5)
large cell carcinoma 4(11.2) 1(9.1) 2 (8.3)
sarcomatoid carcinoma 2 (5.6) 2 (16.7) 0 (0.0)
Other 2 (5.6) 0 (0.0) 2 (8.4)
Drug associated with platinum 0.482
gemcitabine 21 (58.3) 6 (50.0) 15 (62.5)
taxan 12 (33.3) 4(33.3) 8(33.3)
etoposide 2 (5.6) 1(9.1) 14.2)
ifosamide - etoposide 1(2.8) 1(9.1) 0 (0.0)
Molecular abnormalities*
Kras mutation 2(6.9) 2 (20.0) 0 (0.0) 0.212
EGFR mutation 4 (15.4) 1(11.1) 3(17.6) 0.895
ALK translocation 2 (5.9 1(8.3) 1(4.5) 0.754

r-patients: refractory patients; c-patients controlled patients; N: never smoker; FS:
former smoker; CS: current smoker. *percentages are expressed according to
amplified samples.
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Table2: Comparison of Gli2-positive tumors and Gli2-negative tumors

GLI2 pos (n=7) Gli2 neg (n=29) p-value

Age (mean £SD)
Gender(men)

Tobacco status (N/FS/CS)
Stage IV

Histology
adenocarcinoma
squamous cell carcinoma
large cell carcinoma
sarcomatoid carcinoma
other

Drug associatedwithplatinum
gemcitabine

taxan

etoposide

ifosamide - etoposide
Molecularabnormalities
Kras mutation

EGFR mutation

ALK translocation

50.6 (+5.6)
3 (42.9)
0/2/5

6 (85.7)

3(42.9)
2 (28.6)
2 (28.6)
0(0.0)

0 (0.0)

2(28.6)
4(57.1)
1(14.3)

0(0.0)

1(14.3)
0 (0.0)

1(14.3)

55.2 (+11.0)
20 (69.0)
3/8/18

12 (41.4)

19 (65.5)
4(13.8)
2 (6.8)

2 (6.9)

2 (6.9)

19 (65.5)
8 (27.6)
1(3.4)

1(3.4)

1(5.6)
4 (19.0)

1(3.6)

0.289

0.197

0.669

0.035

0.335

0.238

0.922

0.710

0.856

N: never smoker; FS: former smoker; CS: current smoker
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Table 3: Multivariate analysis on PFS

Variable p-value HR 1IC25% IC95%
sarcomatoidsubtype 0.004 14.286 2.298 83.333
Gli2-positive score 0.038 2.642 1.054 6.627
Kras mutation 0.266 2.879 0.447 18.526
gender 0.849 1,086 0.467 2.525
Table 4: Multivariate analysis on OS

Variable p-value HR IC25% 1C95%
Gli2-positive score 0.003 4.359 1.672 11.363
gender 0.230 0.582 0.240 1.408
Kras mutation 0.443 2.001 0.340 11.760
Sarcomatoid subtype 0.640 1.675 0.193 14.493
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Figure 1. R-patients
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Figure 2. Gli2-positive score is associated with shorter PFS and shorter OS.
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Figure 3: Synergistic effects of vismodegib with cisplatin.
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A: cells were treated with vismodegib, cisplatin and combination (cisplatin +
vismodegib) at the concentrations indicated in the figure. Cell proliferation was
measured by WST-1 assay at d2 of drug treatment. The combinational effects were
further quantified by the Chou-Talalay Method to obtain the Combinational Index (Cl),
where CI <1, =1, >1 represent synergism, additive effect, and antagonism
respectively. B: correlation between IC50 of cisplatin of the different cell lines and the

Cl. P-value was calculated with Spearman test.
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4. Etude de linteraction entre I'activation de la voie Shh et la TEM dans les

carcinomes épidermoides bronchiques

4.1. Article 4

Yue D, Li H, Che J, Zhang Y, Tseng HH, Jin JQ, Luh TM, Giroux Leprieur E, Mo M, Zheng
Q, Shi H, Zhang H, Hao X, Wang C, Jablons DM, He B. Hedgehog/Gli promotes epithelial-
mesenchymal transition in lung squamous cell carcinod@snal of Experimental and

Clinical Cancer Research Volume 33, n°1, Avril 2014, page 34.

4.2.Présentation de I'article et commentaires

La TEM correspond a l'acquisition par la cellule tumorale d’un phénotype mésenchymateux.
Ce phénotype va permettre a la cellule tumorale d’obtenir des capacités de migration, de
formation de métastases a distance, et de résistance a la chimiothérapie (Brabletz 2001, Thiery
2002, Fidler 2008, Yang 2008). Plusieurs travaux ont ainsi pu montrer un lien direct entre
TEM et résistance a la chimiothérapie dans les cancers bronchiques (Ren 2013, Canadas
2014, Wang 2014). De plus, la TEM semble jouer un role important dans les carcinomes
sarcomatoides, résistants a la chimiothérapie (Vieira 2012). Nous avons évalué la corrélation
entre I'activation de la voie Shh et la TEM dans les carcinomes épidermoides bronchiques.
Nous avons montré que la voie Shh était activée dans le carcinome épidermoide, par I'analyse
en IHC (Shh, Ptchl et Glil) de 177 prélevements chirurgicaux de patients opérés pour
carcinome épidermoide de stade précoce (cohorte A). Ensuite nous avons montré qu’il existait
une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Glil (c6té de 0 a 3 en fonction de

l'intensité du marquage nucléaire) et celui d’E-cadhérine, qui est un marqueur épithélial, a la
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fois sur les prélevements de la cohorte A, sur une seconde cohorte de carcinomes
épidermoides (cohorte B, n=14), et sur des lignées cellulaires de carcinomes épidermoides
bronchiques (H17063, H1869, H2170, SK-MES-1). L'expression de Glil était statistiquement
associée a la survie sans récidive et la survie sans métastases (test de Kappa, p=0,033).
L’inhibition in vitro de la voie Shh par vismodegib ou petite molécule inhibitrice de Gli
(Bosco-Clement 2014) entrainait une inhibition de la migration cellulaire des différentes
lignées et une expression d’E-cadhérine. La stimulation de la voie Shh par traitement par
protéine Shh recombinante entrainait une stimulation de la migration cellulaire et une

inhibition de I'expression d’E-cadhérine.

Ces résultats démontrent donc une corrélation entre I'activation de la voie Shh et la TEM dans
les carcinomes épidermoides bronchiques. Cette étude confirme également le lien entre la

TEM, la récidive tumorale et la dissémination métastatique (Maitah 2011).
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Abstract

epitheliabmesenchymal transition (EMT} in lung 520

pefonrmed in vitg.

stratedgy for the treatrment of lung SCC patients.

Background: Squamous cell carcinernas (300 account for approsimately 30% of non-small cell lung cancer,
Investigation of the mechanism of invasion and metastasis of lung 500 will be of great help for the development
of meaningful targeted therapeutics. This study is intended 10 understand whether the activation of Hadgehaog
Hh} pathway is invalved in lung SCC and whether activated Hh signaling regqulates metastasis through

Method s: Two cohorts of patients with lung S0 wene studiad. Protain expression was axarmined by
immunshistochermistry, Western blat, or immunaflucrescance. Protein expression bevels in tissue spacimans werna
scored and correlations were analyzed. Vismodegib and a Gli inhibitor were used to inhibit ShhA3l activity, and
recombinant Shh protains wene wed 1o stimulate the Hh pathway in lung SCC cell lines. Call migration assay was

Results: ShhiGl pathway components weaie aberantly expressed in lung 500 tissue samples. Gl expression

was reversaly associated with the expression of EMT markers E-Cadherin and B-Catenin in lung 50T specimans.
Inhibition of the Shh/Gli pathway suppressed migration and upregulated E-Cadherin expression in lung SCC calls.
Stimulation of the pathway increased migration and down-regulated E-Cadherin expression in lung 50C cells.

Conclusions: Our resulie suggestad that the Shh/Gli pathway may ba critical for lung SCC recurrenca, matastasis
and resistance 1o chemaotherapy. Inhibition of the ShhyGli pathway activityfunction & a potential theapeutic

Keywords: Sonic Hedgehog, Gli, EMT, Lung squamous cell carcinoma

Background

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths
worldwide. 85% of hing cancer is non-small cell hing can-
cer (MSCLC), with adenocarcinoma (AD) and squamous
cell carcinoma (SCC) as the two major pathological sub-
types [1]. Lung 5CC i closely associated with tobacco
smoking, and it accounts 35% of MSCLC, cansing an esti-
mated 400,000 deaths per vear worldwide [2]. While recent
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improvements in targeted therapies such as the EGFE
tyrosine kinase inhibitors (TEI), bevacizumab and ALK in-
hibitors have significantly benefited patients with AD, the
effectiveness of these treatments are unfortunately disap-
pointing for hing $CC [3]. Lung SCC patients suffer from
poor prognosis with significant mtes of reoccurrence and
metastasis, largely due to the differences in genetic profiles
[4]. Recent studies identified potentially actionable genetic
abnormalities in lng SCC, such as phosphoinositide 3-
kinase (PIE3CA) amplification, fibroblast growth factor
recepror 1 (FGFRI) amplification, and discoidin domain
receptor 2 [DDEZ) mutation. However, significant efforts
are still needed to help in the investigation of the
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hiological characteristics of lung SCC in order to de-
cipher and the mechanism underlying the invasion and
metastasis of lung SCC.

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) was ori-
ginally characterized during embryonic development.
The concept that EMT being a critical event in the in-
vasion, progression and metastasis of epithelial cancers
is well established [56]. The malecular basis of EMT in-
volves multiple changss in expression, distribution, and/or
function of proteins, ie E-cadhering and the process of
EMT is regulated by many malecular events incliding
multiple signaling pathways in various cancers [5). Fur-
themore, acquisition of the features of the EMT has heen
associated with poor prognosis and chemo-resistance,
which may allow for recurrence and metastasis to occur
after treatment with a standard chemotherapentic treat-
ment [7-10]. The mechanistic sdy of EMT regulation
could contritute to our understanding of recurrence and
metastazis in cancer.

Activation of Hedgehog {Hh) signaling has been impli-
cated in tumorigenssis and metastasis in various cancer
types [11-23]. Hh signaling is orchestrated by two trans-
memhbrane receptors, Patched (Ptch) and Smoothened
[Smo). In the canonical Hh pathway, in the ahsence of
the Hh ligand, Ptch inhibits Smo, camsing deavage of Gli
to the MN-terminal repressor form Once Hh binds to
Frch, the inhibitory effect on Smo is released, causing
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active full-length Gli to transport into the nuclens and
activate transcription of Hh target genes in a context-
and cell-type specific manner. Moreover, several studies
have revealed “non-canonical Gli activation” in many
cancer cell types by which Gli is adivated independent
of Hh/Smo regulation [12,14]. It needs to be elucidated
if the canonical Hh pathway or the non-cananical Gli ac-
tivation is involved in lung SCC, and if Gli activation
contributes to the regulation of metastasis,

Studies of EMT regolation by Hh pathway have re-
cently emerged in literature; data, however, is rare and
controversial. While Alexaki et al. [24] and [naguma
et al. [25] suggested that Gli-factor facilitates cancer cell
migration and invasion through E-Cadherin in melan-
oma and pancreatic cancers, foost et al [26] proposed
that inhibition of Gli promoted EMT in pancreatic can-
cers. Our study intends to extend the research to lung
5CC to help us better understand the regulation of EMT
by Hh signaling.

“We reported the activation of Hh signaling in two co-
haorts of patient samples, and revealed the reverse associ-
ation between Glil expression and the expression of
EMT markers. Inhibition of the ShivGli pathway sup-
pressed migration and up-regulated E-Cadherin ecpres-
sion in lung SCC cells. Stimulation of the pathway
increased migration and down-regulated E-Cadherin ex-
pression in lung SCC cells.
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Materials and methods

Tissue specimens

Tissue specimens of the UCSF cohort were collected
from 14 patients who underwent surgical resection for
lung SCC at the Thoracic Oneology Program at UCSE.
Tissue specimens of the Tianjin cohort were oollected
from 177 patients who underwent surgical resection far
lung SCC at the Tiarjin Medical University Cancer [nsti-
tute and Hospital. Samples were fixed in formalin and
embedded in paraffin to make tissue slides. The study
with LICSF patient tissues was approved by the Commit-
tee on Human Research [(CHR approval number:
HET14-11647-100 at the University of California, San
Francisco {LHCSF), and that with Tianjin cohort was ap-
proved by the Tianjin Medical University Cancer Insti-
tute and Hospital. Written, informed consent was
obtained from each patient before specimen collection.

Imvmunchistochemistry [IHC, immunofluorescence {IF)
and Western blot

Immunchistochemistry, immunofluoescence and western
blat were performed following standard procedures. Anti-
bodies applied to detect pratein expressions in [HC and [F
were Glil (sc-20687 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) at 1:100, Shh (ab 50515 Abcam, Cambridge, MA) at
1:100, Smo (ab 72130 Abcam) at 1:200, Ptchl (Santa Cruz
that Bictechnology) and E-Cadherin (EMD Millipore)
Smo (Sigma, 5t. Louis, MO at 1:100, E-cadherin (sc-7870,
Sarta Cruz Biotechnology) at 1:100, and p-catenin (BD
Biosciences, San Jose, California) at 1:400. Antibodies
used in Western blot were Gli (C68H3, Abcam) at
1:1000, E-Cad (HECD-1 MED Mi]lin'pvnre. Darmstadt,
Germany) at 1:1000 and Adtin [A5441, Sigma) at 1:5000.
Taotal protein extraction was performed with M-PER Mam-
malian Protein Extraction Solution (Thermo  Scientific,
Waltham, MA), and 40ug of proteins were analyzed in
Westem blat.

Cell culture, drug treatment and migration assay

Human lung 5CC cell lines H2170, H1703, HIESS and
SK-MES-1 were purchased from the Cell Culture Core
Facility at Harvard University (Boston, Ma, USAL The
cell lines were cultured in RPMI 1640 (Life Technologies,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and antibiotics. Cells were seeded one day
before treatment with Gli-1 and vismodegib (Seleck) at
different concentrations and Shh recombinant proteins
[eBioscience) for 30 hours, with vehicle [DMS0) as
controls. Cells were subjected to the following analyses
of immunofluorescence and migration assay. In migra-
tion assays, four wounds were made in each condition,
and cell migration was presented by the average of dis-
tance differences between 30 hr and 0 he. All experiments
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have been conducted for more than three times, and rep-
resentative results were included in the text.

Statistical analysis

Kappa test was used to evaluate the association between
the expressions of Hh pathway components and EMT
markers, and between Glil and recurrence/metastasis.
[HC scores of 1-3 were grouped as positive “+% , and 0
was grouped as negative - for dichotomized analysis.
Mon-parametric Kendalls tau-b statistics was used to de-
termine the correlation between [HC staining of Hh
components. Two-sided student's t-test was performed
for migration assays. A pvalie <005 was indicated as *,
001 as **, and 0.001 as *** in corresponding figures.
Data analysis was performed using PSS 17.0 software.

Results and discussion

Aberrant activation of the Shh pathway in lung 50C

We first investigated the protein ecpression of key
Shh pathway components in lung SCC tissue samples.

Table 1 Characteristics of the lung SCC patients (Tianjin
cohart)

Char acteri stics Mo Percent
Age (Years)
< 71 0 1%
=60 16 8.9
Gander
Male 151 A5
Farrisle 25 14T
Smoking history
e = 6.4
e 144 AR
Surgical Procedure
Leiecnamy 143 H0E
PN Ty ) 169
Eatenc 4 2%
T stage
T &5 254
T2 w7 015
T3 2 14.1%
N stage
0 126 71.2%
1 16 L
Mz 5 19.5%
THM Stage
a1 5143
L 271
A = 2155
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Formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissus speci-
mens were collected from 177 lung SCC patients
who underwent surgical resection at the Lung Cancer
Center at Tianjin Medical University Cancer Institute
and Hospital. The protein expressions of Shh, Smao,
Ptechl and Glil were characterized by immunohisto-
chemistry (EHC), and scored on a scale of 0-3 (negative,
mild positive, positive, and strong positive). Representative
samples in each score category were summarized in
Figure LA, More than %0% of the lung 5CC tissue sam-
ples examined were positive for the signal moleculs
Shh, while 53% and 61% were positive for down-
stream components and transcriptional @argets Ptchl
and GH1 respectively (Figure 1B). Previous studies
have demonstiated limited expresdons of Shh components
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in normal lung tissues at the mEN A and protein levels
in MSCLC [27,28], therefore the expression of key
Shh signaling components indicates the activation of
Shh pathway, Mo significant association was found
between expressions of Shho Smo, Ptchl and Glil and
patients’ characteristics [sex, age, tumor size, or de-
gree of tumor differentiation) (Table 1) {# =005, data
note shown)

Mext we analyzed the association between expressions
of key components in the Shh pathway. Eendalls tau-b
correlation tests vielded significant correlations between
every two factors (p =0.000), while Kappa's test sug-
gested strong positive association between SHh and Glil
{p =0000) (Fgure 1C), suggesting the canonical Shh
pathway is activated in lung SCC. These data are consistent
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with previous reports that the upstream Shh signaling
has correlations with downstream targets in NSCLC
[29.30]. Taken together, our results suggest that aber-
rant activation of the Shh pathway plays an important
rale in lung SCC

Gli expression reversely correlates with EMT markers

E-Cadherin is a well-established EMT biomarker, and
its expression has been suggested to be associated with
cancer recurrence and metastasis [5]. The expression of
f-Catenin also serves as a biomarker for EMT [31]. Tao
investigate whether the ShhiGli signaling plays a role in
EMT regnltion in lung SCC, we first examined 14 lung
SCC patients who underwent surgical resection for
lung SCC at the Thoracic Oncology Program at UCSE.
Eight of fourteen samples showed reverse correlation
between E-Cadherin and Glil ecpressions [three repre-
sertative samples were shown in Figure 2A). To con-
firm the reverse correlation betwesn EMT markers and
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Glil expressions in lung SCC, we further analyzed E-
Cadherin and [i-Catenin expressions and correlated
with Glil expression in the Tianjin cohort, Gur results
revealed strong reverse correlations between Glil and
E-Cadherin {p = 0.003), as well as Glil and f-Catenin
p =0004) (Figures 2B and Ch We also observed re-
verse correlation between Glil and E-Cadherin expres-
sion at different areas within one sample in multiple
cases due to the heterogeneity of mmaor cells {Figure 2),
further supporting the reverse correlation between Glil
and EMT marker expressions. Moreover, our analysis
revealed that Gll significantly correlated with recur-
rence and metastasis of ling SCC in the Tianjin cohort
{p =0.03% Figure 2C). Consistent with the tissue ex-
pression analysis, we observed that Glil expression re-
versely correlated with E-Cadherin expression in four
human hing SCC cell lines, H1703, H186%9, HZ170 and
SK-MES-1 (Figure 2D, Taken together, our results in-
dicate the essential role of Glil, a downstream effector
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of Shh pathway, in enhancing EMT, which in turn pro-
mates recurrence and metastasis in lung SCC

Shh#Gli signaling promotes cell migration by
down-regulating E-Cadherin expression

To further understand the role of ShhGli in EMT regula-
tion in lung 5CC, we manipulated the Shhi/Gli signaling
pathway in lung 5CC cell lines to examine ita impact on
czll migration and E-Cadherin expression. To inhihit the
ShhiGli activity, we applied two small molecule com-
pounds: Vismodegib and a novel Gli inhibitar, Yismode-
gib {also known as GDC-M48) 5 a Smo inhibitor recently
approved by the 115, Food and Drug Administration to
treat adult patients with basal cell cardinoma [32-350
Multiple clinical trials are evaluating the use of vismode-
gib in other types of cancer, in addition to other candidate
drugs that targets Hh signaling [32,36]. The novel Gli in-
hibitor {Gli-I) developed by our lab specifically inhibits
Glii and G2 transcriptional activity [2EL To stimulate
the pathway, we applied recombinant Shh proteins.

We first performed cell migration assay in lung S5CC
cell lines H1703 and H2Z170 after the treatments with
either ShhiGli inhibitors or recombinant Shh proteins.
Cells treated with Vismodegib and Gli-1 echibited =ig-
nificantly slower migration in 30 hours; on the other
hand, cells stimulated by Shh proteins migrated signifi-
cantly faster (Figure 3). This data strongly suggests that
ShhiGli signaling plays an essential role in regulating
the migration of Jung SCC cells. Mext we examined
E-Cadherin expression in these cels by immunofluores-
cence staining. We observed that E-Cadherin expression
was up-egulated in those lung 5CC cells teated with
ShhiGli inhibitors and down-regulated in the cells stimu-
lated by Shh proteinz (Figure 4. This is consistent
with the mobility of lung SCC cells after the different
treatments {Figure 31, Therefore, our results indicate that
ShhiGli signaling may promaote cell migration by down-
regulating E-Cadherin expression in lung 5CC.

Conclusions

Our study provides evidence for abemant activation of
ShhiGli pathway and a strong association between expres-
sions of Gli proteing and EMT markers in human lung
S0C, as well as the implication of activated ShhiGli path-
way in cell migration and EMT process. Our findings
suggest that the ShhiGli pathoay may be a critical compo-
nent in lung SCC recurrence, metastasis and resistance to
chematherapy. Inhibition of the Shh/Gli pathvay activity/
function is a potential therapeutic strategy for the treat-
ment of lung SCC patierts,
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5. Activation de la voie Shh et chimiorésistance : exemple du mésothéliome pleural

malin (MPM)

5.1. Article 5

Li H, Lui N, Cheng T, Tseng HH, Yue D, Giroux Leprieur E, Do HT, Sheng Q, Jin JQ, Luh
TW, Jablons DM, He B. Gli as a Novel Therapeutic Target in Malignant Pleural

Mesothelioma. PlosOneé/olume 8, n° 3, 2013, page e€57346.

5.2.Présentation de 'article et commentaires

Le MPM est une tumeur maligne primitive de la plévre, réputée chimiorésistante (Campbell
2013). La chimiothérapie dé” ligne standard est I'association cisplatine et pemetrexed, et la
survie médiane est de I'ordre de 12 mois (Vogelzang 2003). Actuellement, aucune signature
moléculaire d’addiction oncogénique n’a pu étre mise en évidence (Campbell 2013). Certains
travaux ont suggéré une activation de la voie Shh dans le MPM. Ainsi, une surexpression des
protéines de la voie Shh a été mise en évidence dans le tissu pleural tumoral et pas dans le
tissu pleural normal (Shi 2012). Sur des modeles de cultures primaires de MPM, l'inhibition
de Smo entraine une diminution significative de la croissance cellulaire tumorale via
l'inhibition de Gli. Enfin, I'inhibition de Smo a également une action anti-tumanalévo sur

des modeles de xénogreffes animales (Shi 2012).

Dans ce travail, nous avons étudié I'activation de la voie Shh dans le MPM par IHC et RT-
PCR, et testé I'impact de l'inhibition de cette voie, via l'inhibition de Glil et Gli2, sur la
croissance tumorale et la sensibilité a la chimiothéniapiéro. L'inhibition de Glil et Gli2 a

éte réalisée par siARN, vismodegib, et par utilisation d’'une petite molécule inhibitrice de Gli
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(Gli-1 (Bosco-Clement 2014)). L'expression de Glil et Gli2 en IHC a été cotée de 0 a 3 en
fonction de I'intensité du marquage nucléaire, et a été étudiée 46 preélévements chirurgicaux
de MPM. Les anticorps utilisés ainsi que les scores d’expression étaient les mémes que ceux
de l'article N° XXX. Soixante pourcent et 80% des prélevements avaient un mareRiage
pour Glil et Gli2, respectivement. Moins de 10% n’exprimaient pas du tout Glil ou Gli2
(marquage a 0). En RT-PCR, le niveau d’expression de Gli2 était 2,4 fois plus important dans
le tissu tumoral que dans le tissu pleural normal, tandis que le niveau d’expression de Glil
était sensiblement le méme dans le tissu tumoral et le tissu normal. Les niveaux d’expression
de Ptchl et Ptch2 étaient 2,8 et 3,4 fois plus élevés dans le tissu tumoral que dans le tissu
normal, respectivement. L'inhibition de Glil et de Gli2 entrainait une réduction importante de
la croissance tumorala vitro etin vivo sur des modeles de xénogreffes de lignées de MPM.
L’ajout d’'un inhibiteur de la voie Shh, vismodegib ou Gli-l, au pemetrexed avait un effet
synergique sur |'effet cytotoxique. Par ailleurs, le double blocage de Smo (par vismodegib) et
de Gli (par Gli-l) était plus efficace que chaque traitement utilisé seul sur la croissance
tumorale. On notera enfin que [linhibition directe de Gli semblait plus efficace que
linhibition de Smo sur I'inhibition de la prolifération cellulaire. Cette différence d’activité
pourrait étre due a la présence d’une activation non-canonique de Gli (indépendante de Smo),

comme cela a été évoqué dans la littérature (Lauth 2007, Mimeault 2010).

Nos résultats ont été confirmés par ceux d’'une autre équipe (You 2014). Ces auteurs ont
inhibé la voie Shh avec des inhibiteurs de Smo (vismodegib, itraconazole) ou inhibiteur de Gli
(GANT®61, trioxyde d’arsenic) sur 8 lignées de MPM. lIs ont mesuré la prolifération cellulaire
par MTT et I'apoptose par cytométrie en flux (annexine V et iodure de propidium). Ces
inhibiteurs entrainaient une diminution de I'expression de Glil évaluée par RT-PCR et une

inhibition de la prolifération tumorale. L'expression de Gli2 n'a pas été évaluée dans cette
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étude. L'itraconazole, le trioxyde d’arsenic et le GANT61 induisaient également une apoptose

des cellules tumorales.

Ces résultats suggérent un role de la voie Shh dans la prolifération et la chimiorésistance du

MPM.
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Abstract

Malignant pleural mesothelioma (MPM) ks a highly aggressive tumor with poor prognosizs Current treatment is rarely
curative, thus novel meaningful therapies are urgently needed. Inhibition of Hedgehog {Hh signaling at the cell membrane
lzvel in several cancers has shown anti-cancer activity in recent climical studies. Bvidence of Hh-indzpendent Gli activation
suggests Glias a mare potent therapeutic target. The cument study is aimed to evaluate the potential of Gli as a therapsutic
target to treat MPM. The expression profiles of Gli factors and other Hh signaling components were characterized in 46 MPM
patient tissue samples by RT-PCR and immunohistochemistry. Cultured cell lines were employed to investigate the
requirement of Gli activation in tumaor cell growth by inhibiting Gli through siRNA or a novel small molecule Gli inhibitor
{GIH). A xenograft model was used to evaluate Glidl in vivo. In addition, a side by side comparison between Gli and
Smoothened (Smo) inhibition was conducted in witro using siRNA and small molecule inhibitors. Our study reported
aberrant Gli1 and Gli2 activation in a large majarity of tissuss. Inhibition of Gli by siRNAs or GIH suppressed cell growth
dramatically both in vitre and in vivo. Inhibition of Gli exhibited better cytotoxicity than that of Smo by siRNA and small
molecule inhibitors vismodegib and cyclopamine. Combination of GIH and pemetrexed, a well as GIH and vismodegib
demonstrated synergistic effects in suppression of MPM proliferation in witro. In summany, Gli activation plays a critical rale
in MPM. Inhibition of Gli function holds strong potential to become a nowvel, clinically effective approach to treat MPM.
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Introduction
Mz]:'gr_'a.m ])\]H“ﬂ mesotheboma Mhﬂ is an uncommon but

imexorably ftal cancer that arses from the surface semsal cells of
the ]ﬂmlm and, le=s :I'm-::_u.m'.ﬂy. from  the ]J-F.'l'i"()ﬂ'.ﬂl.‘l!l. [|—ﬂ'|.
Trextment of MPM with SuTgeTy, d'.e::uﬂ'.ﬂm]:ty. or radmbion
1]'m]:fy is m}y curative with a median surdval ﬂ.r.g:ir.g from 10
to]? months ['2] D-.-.q:-:"ie SIS ]mmli'a'r.g results, lcn'.g-'i-.-.nn
survial with i.-.u.rr\r.r.ﬂy available treatment & rare [.cl.é] . Ther=fore,
movel nmir.g:ﬁl] 1]‘4:::1]:&5 for MM are 1|.'rge:r.1}y needed.

'I:unm'.l}y. mn n]xh-.-. of fm:_1tﬂ:| observation of h-F—I:'B. F.GFR.
amd PIHEK/ART :dgrz]:'r.g -::J.-:\rguhlim m MM ok the
medecular mechaniam underlying umorigeness in MPM & poorly
undemiood [1,5-7]. The an:.g\rb::g {Hhj rdg:'_n:ll'r.g ]m]'.my has
been implicated in 2 wide vanety of cancers, inchuding kukemia,
]1L:r.g. 'Iml.l'r.. .-il:ir.. head and r.nc}.. :H’\".'I. gz'it'\cﬁr.k-.mir_a]. rxﬂcmz].
pamTeatic, prostate, mammary, ovarian axd renal crdnomms[8-
12]. Therefore, exploning the rde of the Hh pathway in MPM and
inhdbiting its aberrant activation hdds great promise to provide
novel and effective trestments for MPM patients.

T the (:_1L'iemr_r_1 state of the Hh ]ml}'_my, the 1'|.'\.E}|.'t‘.-']:ﬂ.'!i trans-
membrane receptor Patched-1 (Ptchl) restrains the actvity of the

PLOS OHE | www plosone arg

seven-pans tram-membrane woptor Smeothened (Smo) [10,12].
'Bu'r.r:f.l'r.g of Hh ]:'gm'.-:i‘i to Pichl reverses the :ir_}u'l:nﬁcn'y eflect on
Smo. Activated Smo elicts zrxml]ﬂrx series of qﬂ-::t]ﬂmu'c .'u'gr.z]
irammduction events n—.ru.‘lﬁr.g in activation of the Ghoma-assoc-
ated oncogene (GH) Bmidy of tramoipton fctors. The G
tramscription factors then transate the extra-celhdar Hhestimuhs
into defined tramcriptoml programs in 2 comtext-dependent and
cel-type specific manmer [10,12].

The abermant activation of Hh sgmaling happens at several
levels throughout the pathway, contributing to the development of
many aggresive and metastatic cancers [12]. Conventionally, the
frequent activation of the Hh pathway in tumorns & thought to e
mainy due to overexpression of Egands, ks of Pch or constitetive
active mutants of Smo [B,10, 12]. Mot effonts have been devoted
to investigate the inhibition at the cell membrane level, 10 Smo
and Hh inhibitors [12]. The most dimcally advanced example &
vimodegib (also kmown = GDOCAM4Y), which was newly
approved by the 115 Food and Drug Adminbtration to treat
adult patents with basal cdl camcinoma [15-15). Multiple chinical
triak are evaluating the use of vismodegib in other types of cancer,
a5 well = several other candidate drugs that target Hh signaling
[12,15].
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Figure 1. Protein Expression of Gli and SHh Pathway Components in MPBL A fepe i s
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iratpes af doom O ek panell and soore | inght
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paned)
e 10137 1, Joumal pane 0057 36,500 |

Mﬁrﬂln]ﬁplﬂ:wqr:ﬂi\uﬁmhs:hhenﬂnnm
;::unnmtfﬂulzr.ﬁn, psmn-,rmndzmﬂ:'ncdlimsﬂeﬁve&
from pancreatic and hmg cancerns [0, 16-21]. The attriuded
medeeular mechaman h&n&uhﬂd‘oﬂts}ﬂ\w}rwqrﬁmu
&nv'mbmofm:nnzn&mmufc“,nﬂm&ﬁ:aﬂl
Rn:qmﬂﬂigﬂzami;ﬂ;:dim am‘lr]nmomm‘ mlun.h'nm.
Furthermmnm, a growig body of evidenoe e revealed adduional
mechamsms o Gh I.'ﬁ'\n:ﬁﬁﬂl which miuﬂq}r:ﬂﬂﬂ: of Hh/Sma
:rqdﬂmu [2?] T}z}ul—mri-pcml:m Gh activation s stomad et
hynw:ﬁkbew:umrpmdl dowrmiram of Hh/ Sme amd
several other o lg‘:n!m i) ya, mrch as the tam-
lemming growth facter [§TGFR), rpﬂrm'lalgrmad:ﬁdm:mnqw
(EGFR), RAS ami AKT/FIIK patiways [8,25-52]. Overall, the
mqﬂﬂlﬂfﬂipﬂ:ﬁumumiﬂtyﬁmpdmd‘mnﬂ
rignaling cascades, in addition to canonical activation fom Hh/
Smo, has sigmficant imphcations for the undesanding of humor
development. It strongly argues for the srategy to develop novel
therapies that target GE protems in order to freat aggresdwe
o, such as MPM.

Thnmmlmdyhmﬁgﬂn& the abermant advaton of GH
prndrhﬂlin}ﬂh{,nphrdﬂmdﬁdim:ofﬁrwdin}ﬁh'ﬁm
by a novel Gh mhibator ((3F]) fo indabit MPM oell growth, and
mnpu::dlhﬂﬁﬂqnfﬁnmand(:iinhimﬁtmdt
drm#}rmwll &mmﬁhmhﬁmgwh

PLOS ONE | wearwe plosane ang

e e "r efective i
the near frure.

far MPM patients in

Materials and Methods

Ethics Statement
mlud’lwﬁﬂlrﬂﬁemfmmw*wﬂ!b’lﬂmfmim
nn}lmnﬂmthm:':‘wnw‘mnﬁerﬂﬂ?“—llﬁﬂ |l|'l|
nﬂvumwﬁfmqﬁn]‘mmmﬁ%m
Mmmw&hmdﬁmnﬂpﬂ:mufn?m
Mﬁmwmmww:mmmmmdmmﬂi&r
recommendations m the Guide for the Care amd Uhe of
Laboratory Animak of the Nabicosd Insistuber of Health. The

protocal was appmoved by the Cifice of Ethies and Complimnes of
TGS,

Patient Tissuas

Timue specimens were collecied from 46 patent who
ek erveent mungical msection fbr MPM at the Thoradc Onoology
Pmﬂmmz.lUmF_ qu:luuemﬁ'!mimlﬁzﬂy::ﬂ s
inliquidni!rusenmr]uu_Tmymmnliumfmodin
fommaln and embedded m peraffin b make e shdes.
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Figure 2, RNA Expression of Gli and SHh Pathway Components in MPM. A-F, Staristic sanatyais of shily sma, o, ol paech 1 and parch? mflia,
exprezdion in nannal plens snd tumnes tidued A total of 86 turmar tisues wis companed with 7 pasient normal pleurna for its relative mBNA level of
shily, wra, glit, g2, prah], preh2 by quantita fve RT-POR Two-sided studenty (-tea wa performed between nonnal and tumors tisues gh2, peh! aned

pth.!s!nwed elevation (0-FL A pvalus =005 was mndicated a
it L bl W»}m

L 0]+, and <0000 & 0 The svesge sxpresgion of Remor T

genes with the sversge of normal pleus as 1009 {D-T1. G, cmmnﬂ:uhememm and g1 jupper) and gh2

(i) The expresion of shh was undetectable in 3% of sample, and thereby shown = the beseline beval

et 10137 joumal pone 0057 346,900 2

Immunohistochemistry, Immunoflusrescence and
Waestern Blot

bnmnmohistochemistry, mmuncflorscence and western blot
were pedommed fullowing standand procedures. Antibodies gpplied
s gl dect i:rmdgi:ls e:g:u'e:.ldﬁm were Gh | (Samta Crus Bcinll.e:hm;&w.
Samta Crue, CA), (AiAbeam, UK), SHh{Abcam], Smo Sigm,
5t. Laang, MOY, K#7(1Cell Signabing, Beverdy, MA), :dh-rfaquu
3 -'(‘.-.1] Eugnz!mgj ek khm;&:g:u:;l Total Fr\odﬂ:u extraction was
Pa'ﬁrrmeei with M-PER Mammalon Protsm Exracgon Suiutxm
mb!:l’l’ll() Sciemnitific, Waltham, M’.ﬂ.l, amk 40 T of chdrna weEE
:J:!yme& im western bled

RNA Extraction and RT-PCR

Totl RNA wa bolated Fom tewe or cubfured odlls wing 2
BNemy kit ((hzgen, Germanyl Genomic DNA contumination
wa eliminmted by DNase [ teatment. Reverse transenption was
combucted with 250 ng RNA wing an iScrpt cDINA synthess lat
(Bio-Bad, Herodas, CA). The msulting cDNAs were amalyaed
with reabtime RT-PCR wing Gene Expresnon Assays m a (900
Real-Time PCR System (Apphed Biosystema, Foster City, CAJ for
40 cydes (360 for 15 seconds md 60°C for | mmute]. Gene
rx?meu:irm was normaloeed o |BS acpre-nm We delfmed the Ot
value of negative control (BT mimes cortrok) as the bonehne to
calodate miative mENA ::gminm.

PLOS ONE | wwwplosone.oig 3

Cell Culture, Drug Treatment

Human mesotheboma cell e NCFH2E, M5-1, REN, HXS2,
H2452 and HM were puhamed from the Cell Cultre Comne
Facility a8t Harvard Universty (Boston, MAIISA) The cell e
were cutured in RPMI Hr‘i@ (Life Techmaogies, Carlsbad, CA)
supplmented with 10% it bovine senom (FBS) and anflbaotios.
Cellk were seeded me day before teaimest with GH-L
cyclopamme (Selleck  Chemicals) and viamodegib Selleck] at
chfferemt concemtrations for 30 248 or 72 howrs, wath vehide
(DMECY an contmols. Cells were subjected to the follownsg ambyse
of immunoflorscence, RNA eviraction ami RT-PCR, TINEL
or praiferation asoys.

Proliferation Assays and siRNA Transfection

Celb were treated with GH—], qw'.lupzmim (=3 v:'sums-e;qg:ﬂ:- or
iramiecied with s NAs, el prdﬂ':nﬂ:iml. was momtared for £
days with CellTiterGl mmay (Pronega). Probifraton asays wene
;'.\elﬁnmnd for ot leant three l.'n'm:i‘ amd :r:;;m-.mﬁvc el wen
ilhmtraed Cells were travsient tramfected wing Lipofecamine
2000 (Life Technokegry) with sBNAs at a total concenraton of
S0 mnod/T. In double sRENA teabments, the total sRNA
cunceniration. was the same as single siBNA trestments, Al
s RNAs were pumclosed from Life Technologies. The eficincy of
sRNAs was evahmted by western blot,
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TUNEL Assay

TUNEL asmay was performed using the DeadEnd Flurometric
TUNEL System: (Promega) per standard protocel for both FFPE
tisme sechions amd codture ool REN, MEA] and H2 were treated
with either GBI or vismoslegih fbr 20 br befone TUNEL amays.
Fach experiment was performed for three tmes.

Mice Study

Manle mooe wem suboutanecusly imjected with 14} mnflon Ma-1
el wath BD h’[‘alﬁg-.-.l Mainx I'BEI B"um'.i.-mm, Sa.r._‘[:m. Cﬁ.].
Fourrtesn sf.a\_.n after 'irxa-ml!ﬂﬁm;, mice wers mamdonmeed o
imtraperitonenl fhections of either GIHL at 50 mp'kg o vehide
alone for 14 consecutive daws followed by another J-day
observation. Tumoer vohones were measured Fom day 10 to day
35 post-moculation. Tumaors and argams were disected on day 35
to make parafin blods for followup amlyes. All experiments
were pedfommed 2t tee [CSF Predimcal Core.

PLOG ONE | www plosone aig

Statistical Analysis and Combination Index Analysis

Twor-akbed stipdent's (-test was perdformed for prolferation amays
and mBNA sxpression amalyss. A p vabee <005 was meficated
= 00l = ==, and Q001 as = in comesponing fues. The
combinational effects were quantified wing the Chow-Talalay
Method to obizin the Combinational dex (1), whem CI
<l,= |, | represent synergizm, additive efact, and antagonim
regcively.

Results

Gli Family of Transcariptional Factors are Expressed In
Malignant Pleural Mesotheliocma

We fimst investigated the gene expresion of GE Gmiy of
travseriptional factors as well m key SHhb pathway components in
MPM patient tizoee, Timue speeimens were collected from 26
patens who underwent surgical messction for MPM at the
Thoracic Onoology Program at the University of Caldfomsz, San
Framcisco, Amc\u'.g all Pmienh, 11 i.mﬁerh were female, xmd 35
wers male, with an average (T stnderd devimtion] age of

L] March 2013 | Voheme 8 | Baue 3 | «57345
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Figure 4. Suppression of Glil and Gli2 by siRNA Inhibited Cell Proliferation. A-C, Call proliferstion was significantly reduced by double
STANA trestrmsnt targeting g¥1 and gii2 in thres MPM cell ine_Two sets of independent $iANA were applied in each stasy. MTS sty was wed to

meaure cell profiferation & 72 hours after $iANA ansfeotion. D, Comparison of Smo and Gli i at

at 72 hoars

ceell por i,

after sIANA transfection. Two-tided students -tet was perfarmed betwesn control SIANA and gl sIRNA A-0), batwesn gV 4IRNA and sma GRNA in
REN and MS1 {08 A p vahos =005 we indicated &%, <001 & *, snd <0001 & **_E, The efficency of SiRNA wat monitossd by westem blot a1 72
hous sfter transfection in REM M51 H2A Esch gene was knodied down with two independent 4iRNAL

dat 10137 joumal pone 0057 36,004

6122 10.7 years. Hutologic amalbysis showed 39 (B5%) epithebod,
2 (4% samomatous, and 5 (1 1%) undetermmned tumoms. Ther
weere 5 (11%), B (17%), 11 (24%) and 3 (7%) tumons at stage 1, 11,
I and IV respectively, with 19 #1%) undetermined. Tumaor
samples were collected from all 46 patients, and nomal adpcent
pleura samples were avadlable from 7 patients. Formabin-fooed,
paraffir-embed ded tzmwes were avalable from 27 patients.

The protein expression of Glil, Gh2, Smo ad SHh were
chararterzed by mmumohistocehmstry THC), 2nd scored on 2
scale of (-3 (nq:tivr, mikl, moderate and stromg F-nen't'w].
Representative samples in each category of the four protems wers
summarized I Figure 1 A, More than %% of the samples were
positve or Glil, G2 and Smo, amd 2 magrity of them had
nmdummmlgacpruuinml:ﬁg. 1C). In contrast, only 47% of
the mmples exhibiled mild SHk expresion (Fig 1B, C). The
expression profiles were frther chamacteroed by quantitatve RT-
with that of 7 nmm.alﬂ:mzi‘wdﬁ, mgﬂ,ﬂ,ﬂdf z.'mlﬁ.&.ﬁ?
(Fig. 2A-F). The average expresion level of gi? was 2.4 fdd =
]'u'g]\ in tumor tsmwes @ o pﬂﬁem nommal Fkum fp{l‘l.l’l”,
whereas ghil levels were statistically comparable (Fig. 2C, D)
Comsstendy, Gl target genes jl.l:.h’ and P.HE‘ were 18 |:P{I'Ll'l|:|
and 3.4 (p<005) fold = hgh as m tumor toues wapectvely
(Fig. 2E, Fl. 8Hh, Smo, G and GE2 were expreved o fve tested
MPM cdl lines (Fig. 3. Strong expresion of Gli factors amd
dn-zmdacprmiomd‘t]uirmgﬂgminﬁuunindiamdﬂut
t]uﬂ:-:mtaia.oﬁvzﬁmmy Flayzn:wﬁvemkhm{.

lntmuﬁng"y, the ucpu'um'm of Gli fartors was p-u-uu'y comrelated
with ther upstream simubhs SHh, Only 47% of the mmples
showed mikd SHh ex 'minmmmﬂ]mm%fw
GEl and GE2 (Fig. 1C). At mRNA levek, sb was deteciable m
only 57% of the tumor samples, but abo m 3 patent mormal
controb (Fig. 2A). When & was plotied with gl and gi2
expresion, mo correlhton wa observed (Fig. 2G). No comelation
between sme and g ar g2 was olbeerved ather (Fig. 51). The ladk
of comelation was ako confirmed n culured MPM cels. No
correlation was obvious between b and its downstream fuctons
ghi amd gi2 Fig. 3A-D0 at mENA levels or &t protein levels
(Fig. 3E). Aberrant (il actvation and the lack of cormlation with
the upstream SHh signals in MPM prompted us to nvestigate the
oncogenic role of GE transcriptional Buctons.

Downregulation of Glil and Gli2 Inhibited Cell
Proliferation in Malignant Pleural Mesothelioma Cell
Lines

To investigate the tumorigenic fimotion o GE factons, we down-
regubated (il and Gli2 simulznesusly o measure cell prolifer-
ation m MPM cell lines. We sdected three cell Bres to represent
different expresion profilks of key SHh sgmaling components:
HI8 had relatively high expresion of Smo and SHh and low
expresion of Gli factors; whereas REN amd MS-1 had the
opposite expresion profiles (Fig. 3). We suspected that H28 might
hatbar 2 domimant upstream SHh signabing, whereas REN and
M5-1 might not. Suppression of Ghl and GH2 by two sets of
independent vabidated dRNAs (Fig. £F) resubted in significmt
inhibition of cell proliferation i 72 hours i all three cell lnes

PLOS ONE | www plasane.org

(Fig. 4A—C), suggesting the tumorigenic mle of GE Goon m
MPM. Single teatment of g/ or gi? sRNA did not show
sgnificant ithibatory effects of cell proliferation (data mot showr),
which might be exphmed by the redundancy of the two
tramseriptional factors. The apphication of gl and gh? sRNAs
remdted m significantly better inkdbiton of cell survival than e
sRNAs m M8l (p<(05) and REN (p<iuiil) (Fig. 2D,
supporting Gli factors = potent therapeutic targets. Comparable
efferts were observed in ]-I‘ht(l'g. 41, which was consistent with
the idea that active :gmlmg ented in the cell
B, 0\.!::. t]'bepm-pu'uﬂ'mm function slh'wg"y slugg!md h

faciors as pntnhal t]\mpnl: targets

Targeting Gli1 and G2 by a Novel Gli Inhibitor (Gli-l) has
Better Effects than Targeting Smo (vismodegib) in
Reduction of Cell Viability

Chur lab has developed a novel small molecule, the GB inhabator
(Gh-I, which sprafically mhibis Ghl ad GE2 tramscoiptional
:‘mﬁv'ty, mﬁgh&m&qmﬁqiﬂmoﬂhﬂiﬂm
Gh actvity dependent [33]). We imvestigated the dficacy of GE-I
and conducted a side-by-sikde comparison with two Sme inhibikrs,
vismesdegib and cycdopamine, in MM cell Enes. Efficacy of GE-L,
vismesdegib and cydopamine were determined by cell prolferation
amays i five MPM cell Bres. The Iy values of Gh-I ranged from
375 M i 1363 pM upon drug treatment for 72 hours, which
were much kwer than that of Sme inhibiters vismosdegib and
eyclopamine (Fig. AL

To confirm the cptotoxicity of Gli-1, we measured cell growih
after Gl treatment. Cell prolferation was dramatically sup-
presed upon the tneatment of GE-I & concentrations lower than
thesir mﬂrepmldmg ICss vahees m different cell bnes, Lo 2.5 phd,
5 pMand 10 pM for REM, MS5-1 and H28 repectively (Fig. 58—
Il, p{ﬂ.l’l'ﬂj. hmu:.nt, ﬁm:ndq'b showed no obvious effects
w}bmzl:pliedatt]uummmm:nai-] {dkatn mot shown),
and had moderate effects in REN and MS-1 at 10 pM and 20 pM
respectively, which were quadniple the concentration of GE-T
ﬁ:mmq(?gﬂﬂ}?mﬂﬂiﬂ”ﬂﬂl{mﬂbﬂd

antipr on effects = GBI = 10 pM m H2E
(F:g 5I|]. Thcmnpanmmi‘:mﬂlt}mt“‘)ﬂmummm
both GhH and Smo inhibitors, wherms REN and M50 was
pr\d'a'uiﬁaly semmitive to GH—], which was consistent with the
rendis of ARNA inhibition (Fig. 4). TUNEL sy wan conducted
in the cell bEmes upon 40 hr treatment at the same
concentration as in the pu'ul'fenl:im Ay GET i uced intensive
apoptosts whereas vismaodegib resulied in moderate apoptosis
(Fig. 5E), which was consistent with the prolifration assay.

Tao verify the gecificity of Gh-1, protein expression of GH] and
GE2? wer evaluated by mmunoflworescence (IF) upon drug
trestment for 48 hours (Fig. 6A). For REN amd M5, the down-
regubition of Ghl and Gli? was sgnifiant by Glil, and oy
musierate by vismodegily, wheres for HIE, e down-regulation
were at comparable bvels by the two compounds. RNA bvels
wrere manitored upon 30 hr treatment, and the suppression of gi !
and g2 by GBI was more efective than that by vismodegib m all
three cell nes (Fig. 6B).
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Orerall, the maudis siromgly suggested that our novel comngaound
GEI achieved a sgmificant mti-prolfferation efect by down-
reguibating Gli factom o e, aned Gli factoms might serve 28 mome
effective mrpes than Smo in treatgng MPM.

Gli Inhibitor Inhibits Tumor Growth in a Xenograft Model
ibaton TEpreRnieG A potent
na cell growth and tumorigeness

Ta determme whether Gh

appmuach to suppres mesothel
m oo, e r.']'1:'.a-:.1.' of Glt-] wan exzmined m a MS-| xf'i'.»::-_g'raﬂ
wiel. Founteen -::ayn after i?!l'l.‘n'i:lﬂ:h(.ﬂ'.. when most tumnaens
mm?, mice staried to merive daily [P ijections of

reached 1
GhI at

irhahited turmor growth by 51 % at the end of the |

S0mgdly for 14 doys Gh teatment sgrificantdy

Ly ireadimen
compan with the conted group (Fig. TA, p 4. I acddhition,
the xenografl m-growth after treatment withdrowal was momsitomesd
for another 7 days, The mlabition of temor growth was sustxined
ami more substamizl H5%) \.\J\ILI]MT?(:.'Wi'IJ'. oot group -:Fg. A
1 1}, mebicating durable efisct o Gli mhibition. No obyious
change of body weight wa oberved durmgg the course, o amy
nusticeakle tosdcity in major organs from the tresed mice (dat ot

show).
In acdition, we examimed the resscied xenogralt tumor
Apecmmens after the complebon of the 1 oo expermment (g THL

PLOG ONE | www plosone aig a

ek, B, AT-POR anabesis of g¥f] and gli2 expesssion upon 30 hr meatment of
U e e the sarme i A snd B, and wete labeled in @

Ghl ami Glil proteim were down-mgubuted m Gh-1 meated
tumons compared with control, consistent with 10 v el
{Fig, TH). The decreme of Ki-67 kevels confinmed the reduc tion of
profferaton m Gl treated tumars (Fig. 7Bl Damatically
incremsed apoploss was viualieed by active caspase § slaiming
amd TUNEL asaw (Fig. 7C). The xenmografl study stron

Ay
oot = fiemey m oo by

mpgrgesied that Gh-1 had an extensive ant-tur

inhbatmg Gl factors.

GlH has Synergistic Effects with Vismodegib and
Pemnetrexed Disodium

To frther characienze the amti-tmor effiacy of G-I, we
examined the combiméonal treatm of G-l phe vismodegib
or the chemotherapy drug pemetrexed. We hypotheszed that G-
I might show a synergistic effect wath vismodegib, as the hiter mmy
further mpppres G activation i cells with active SHh/Sme
sgnalng. In HIE where SHh-dependent Gli activation e, the

combintional teatment of Gl md vismodegib led e a
mgnificantly better cbooicity  than either single  trestment
(Fig. BA] The comlbdnational effects were Rirther quantified wing
the Chou-Tastay Method to obtain the Combinational Budex
(T, wher CI <), =1, =1

rese sl nAIeTEEI, Ascne e,
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Figure 7. The Gli Inhibitor
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Tumer Growth in wva by Inhibiting Gli Proteine, A, M5-1 senogalt tumar growth upan G-

trestrient. Turmor sioe wid messured every 3-4 days. Red amow indicated the period of dug teatment. Tumor vohurme was caloulsted by using the
equation =y /2 {where x=y), and presanted & percentage of its initial volume on day 14 Two-sided student’ t-test was perfommed between mntrol
Mﬂﬂuﬂdnﬂltdﬁlﬂ.‘dﬂy!ilpm <005 wid indicated & *and <001 a3 **. B Glil, G2 and Ki57 expresion in the mieded
wenograll wmos by IHC €, Apaptotic cell in the neected senagralt tumars by IF. Active Caspase 3 jred) with DA P {bhie]in two left columns, and

TUNEL igreen) with DAP1 in twe fight colimns.
dat 10137 joumal pone 0057 346,007

and antagonim regpectvely. The C1 analynis showed synergistic
effects at lower dose, and additive effects at higher dose.

We abo examined if Gh-I and pemetrexed mmght show
synergistic effects. Gh actvation has been suggesied to mamtam
the stem cell pupdaﬁncrl, which contributes md:ug mesmtanee amd
recurrence [34]. Therefore, it it possible that Gliinkibition mght
:inpm! the effectivensss ofpungmed. Pemetrexed is one of the
st owmm:cr"y used first lime c]’iﬂnrnt]'bu-q:vy d:ugl. }npu'mrunmt
ofpemud eﬂ'n:zq- woukd be beneficial to MPM paﬁem We
cloerved a dramatic synergite dfect when Gl was applied
Mgct]b:r with p-:mﬁ:r:md (Fig. ﬂ].

Bath studies slugﬂtd the combimational treatments as mean-
i:@'ﬂ :q;pcmﬂ:hﬂ by e :MP:M’, further uw-mti:rg Gh Bctors o
prwnin'rg l]'la‘..‘p:ut'l: targels m MPM.

Discussion

Alsrrant Gh achivation has been mphcaed m tumonigenesis o
zwﬁ:vz—ietyd'hmm m]mnmmﬂywdt}u
emmential role of the GE Bmiy of tamoiptonal factens e MPM
mgmw&“mzlxg!mjnﬁtyd'mﬁmu}nd
sn'p:'i'mﬂl'y ]ﬁg]b:r ﬂcpﬂ:m of GH amd ther downstream
mn:ipﬁmlzl targmis I:F:‘IE |]. Senm-‘y, n:ign'ﬁmt slq:pmsu'm
of MPM cell proliferation i sie was achieved by txhibiting Gh by
#RNAs (Fig. 4). Furthermere, the application of 2 novel Gh
inhibitor (GH-T), which specifically mhibited Gl factars, led to 2

A

100+ M
0] -
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70 -
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1
404 sy
wf L]
20 [ ] —
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ﬂ'--—-hp- T

Cell Death (%)

visme 5 0 5 10 ¢ 10 20 0 20
Gl 0 26256 0 6 & 0 1010
C.l. 0.84 0.52 098

Effects Synarpistic  Additive  Additive

dramatic reduction of MPM cell probiferation both e and
o mw (Fig 5, 6 7). All the evidence highlighted G as a potent
therapeutic target m MPM.

Our results showed that dimcly trgetmg Ghl and GE2
achieved greater cytotoxicity than targeting Smo in MPM cells.
Inhibition of Gli by 51BN As was mome effectve than that of Smo to
suppress cell proliferation (Fig. 4] In addition, GE-I was mom
peotent to reduce cell growth than twe Smo inkibitors, visnodegib
aml cycopamine (Fig. 5). Furthemmors, G-I reduced Gh levels
maore dffectively than vismaodegh (Fig. 61 In fact, the reduction of
Gh levels |:v3,I v'nm:d:gib was muoderate even & a2 much ]'u'g]\-:r
concentration (24 fold h'g}im't]uncli-]:l.

What are the possible explamtons for the diffrence
effectiveness of Smo amd G ichibiticn? Tt is posible that
irl]ﬂ:'ﬁmIoi'mq:ﬂh’umﬁmrmthmm.'g}tmdkﬁmh
tramskate into the meduction of downstream Gh faciors. Hmwr,
we favored the explnaton that the better dficacy was lkely due
mﬂum—irﬂ:p:ndﬂ“ﬂli actvation in MPM. ]nnt]'m'mdu,
Smo inkdbiton had btk efect on Hi-independent GE activation,
z:ﬂﬂmd:ywmlm p-ntrlthg:rwﬂ'l:in]ﬁh'ﬁmI of cancer cells
h.clirg st canomical mﬁhuwg The cosxitence of
Hbe-dependent and-independent GE acthation kas been doou-
m.crlbedl:ry zg’wﬁr@h&yd‘nﬁdﬂteinz\mﬂ'mn,mﬂ
the underling mechanbsms of Hh-independent Gli activation
invelved mudtiple signaling patiways, such as TGFR, EGFR, amd
RAS ami AKT/PBEK patways [9.22]. It is bkely that MPM

-
1007 L

Cell Death (%)

PMX 05 005 050 08 05 0 05
G-l 0 2 2 0 3 3 o 4 4
cCl 0.64 0.59 0.45

Effacts Synergistic Synergistic  Synergistic

Figure 8. Synergistic Efects of the Gli Inhibitor with Vismodegib and Pemetrexed. A-B, Calli were teated with GiH), vismadegib and
permetreed at the coneniration indicated in the figum Cell sunival wis meassured by MTS awxays 8t 72 hoars of drug trestment The combinational
effects were futher quantified using the Chou-Talslsy Methad to obtsin the Combinational Indes (00, where Ol <1,=1, > 1 represent gynergism,
defitive effect, and antagonism respectively. Twa-sided student's 1est was perfamed betwesn single and double reatment. A p vahie <005 was
imdicated & ®, 001 & **, and 0001 a3 *=.

det 10,137 1joumal pane 0057 346,008
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employs both Hh-dependent and -mdependent Gli acthation in a
comtext dependent mamner. Chur fiodings of doated Smo and
S5HE expression in some tissues, 25 well = suppresion of cell
profiferation though the inhdbition of Smo via sIRNA and small
maedecule mhibitors, suggested that the comventional Hh pathway
Plays a role in MPM. However, the lack of cormelation between
SHE amed Gh expresion in MM patient tissues amd cultured cell
bnes mdicated that the upstream sigmab from SHh though Smo
might not be the only stimull of aberant Gli activation,
Comistendy, we dbserved differentived mesponses to Smo and
Ghinhibation m the three MPM cell lines. It 5 possible that HIE,
which kaxd a comparable response to Smo and GE mhibition,
rebied on the Hh-dependent GE activation, whereas REN and
M3], which preferentially respomded to Gli mhibiton, harbomed
the Hb-independent Gl activation to a sigmficant extent. The
molecular mechansm undedying potential non-canonical GH
activation in MPM were curmrently under mvestigation in our
group, and might further support G as 2 potent therapeutic target
o et

A very meoent publication by Shi et af documented the esential
role of Hh sigrabng m MFM, and suggested Smo inhibation = a
t]b:nl.p-ul.l:: approach ["Eﬂ Our study provided a different
perspective to understand the molecular mechamsm of MPM,
and suggested G inhibibon as a promiing approach to treat
MPM patients. We meponted different expression profiles of the Hh
pathvay components, for example, SHbk, Glil and GE2. The
difference & possibly due to the small patent mumbers, and the
Bmited nommal pleva samples that were used as the expression
baseline. However, we suspected that the exdstence of the Hh-
independent Gl activation might complicate the overall expres-
sion profiles and thermby contribute to the different expression
profils mported by the two studies. Momover, 5k sal
documented MPM cell bnes that were msemsitive o Smo
inhdbition. It would be mterstng to examine i Hh-independent
GE activation plays a role m these cell limes and if these cell Eres
respond to Gli inhibation.
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reporied here, and had a very bw todoty profile m soe, The
synergistic effects of Gli-l with cther thempeutc conpounds ako
imdicated the potential benefits to Rrther develop the novel GE
inhibitor,

In sl.nm:u'y, the Gh i':n\:"'y oi'ua:m—.'pu'ml factors Flm_,ﬂ a
ertical role in MPM. Inhibition of Gl = ]'ug]\l'y effective at
Wmmqulwﬂmmmm{cdummwm
the upstream factor Sme. Chur small molecule GE mhibdtor, GB-L
has a Slrong pndrntial o become a :rm!l, dim'dl'y effective
zppu'md'lmuﬂ.tm

Supporting Information

Figure 51 Correlation between Smoothened and Gh.
Expresion of s and ghi! gh2 wa quamtified by gPCR. The
acpu'\euhofmaw‘uplmhﬂl zg:.imt;’:.l' Mpﬁ]mﬂgﬂ ﬂlnlwm'].
(TTE)

Acknowledgments

We would Hee ta thank Dr. Byron Hamn, T Don Hom, D Dangh
Wang and Dv. Paul Phojanakong at the UCSF prechnical aore fr their
conf#ton ta the zenagraft exparimenta. We aka thank Tk, Iim Kim
and Helen Chai for thar generams help with patient tisue procss.

Author Contributions

Danceived and designed the ssperiments: HL NL BEH DM]. Performed dhe
eaperiments: HL NL HTD DV TC HET EGL Q8 [ TL DY, Anaked
the daw: HL ML EH DM]. Wrae the paper: HL BH DML

R tony, Locilly Advimed or Metagasie Solid Tesor: Clisial Caseer
Rk 17: T302-231 1

14, Seloedic A, Migles MR, Ors AE, Dirix 1, Lewin K13, et al (3007) By and
ity of Vi mmdy®h n Adwzerd Haoalk el CGarimoo. Sew Exgasd Joz=al
of Mo 166 II71-217.

15 Tagaz A, Agrawl 5, Kidkpugsck P (2017) Visodegy, Nasare Heviews Doy
D overy 11: 43788

16 Tontar U, Mk (], Mo Kimaibiom P, Kimibilors 16, Tofgad B, et al

(2096 Do of e hedychay iy __pl&m'_luplﬂ.:rd.:hﬂ:
FIOH asd SUFT gee i besus Subdosmpen d Lo
devclopeess . Joustul of Patbelgry 08 1725

17, Kisde KW, Hgpe SH, Bgee T, Teest JM, Law ML, e o (15987
Tedmret of i umplaind s Sy ma b e S
6 TO-T3.

1R (1 M, Himisgr SH, L3000 Py X1, He N0, etal (2006) Advaton of fe
b by ey B a mebuet of bey comern Casers Leteers Tdd: 5380

15 Thomgass MU, Feller €, Hegy TL, Dalios ], Fokebgein 1), & o (2006
q fhut ux mraded Sroapnae
gt alirrations. Joursal of Clmasd Onology 3. 534 1530

0. Thyes 5P, & Maghise MP, Heies PW, Nices OM, Hoberss 1), exal. (1003)

Hedbog & as caly asd las of

Mg 435 B30 836

Taphor MID, L L, Rl ©, Hisi O, Maispeize TO, of ol (2000) Mutiioss i

SUFL peedipa b medualoblinten Nawe Gesesa 10 306 310

92 Hai OO, Asges 5 (J011) O Prossien i Developeiest ded Theue. Assal
e w of ellasd Tevdopeestl Hadogy, Ve 27. Palo Alio: Assnd Reviews
513537

21 Bagrlew RIH, Jes EY, Delebedde M, (Bas N5, Mellossdl T] (2003) S
bedpeley e cpickesal guemth Eaer a:;mh: ot mileean B
Hatu'T Jonmmad of wy 1274 45453,

. Dessler 5, Asdee |, Verrmadia F, Masviel A [m:n;. [l OF The Husvus

GE? Promoter: Trismesigionl Acsvasion By Tgfleta b Kermorytes Yia

2.

March 2013 | Volume 8 | baue 3 | e57346

150



Sl a4 ige sam
RER-EEN

1% i 179

Jos=al of 1

5 Jivckusd 13, Mawdd A (2005) Crontall e b bepmrcn e sooges-

::ﬁvtd;—:&-lnﬂ:phpaﬂ&nﬂvﬂ.‘hm-ﬂ (F S
24 5T IT0

6. JiEY, m.:gt:_lw,uh m (2007) Ocnzoppesin: KRAS i vt bedebuog

aigpaling paeay i paseeac cameer odls Josmal of Hidogied (emiesy
2ET 140HE- 1405

. mwy.f,&h-m}r,\eut.w m_ﬂamwgzn [2006)
Sl moddasen o bedacbog PG Sepet peme erpeeeen by epadereal
growe b Eactor sy moling i beeroan kerimoey s, Moloosdar and (e Baclary
6 BT EI9E

R MA, Haime (M, Emerws OF (2006 Prosss e (e ad
mitcgen-activated prot s fessacdbdie syeal-mpdaned Bease] comsel (L1
o i e op sgpalig. Casees Reeach 66 835 843,

Rickes WA, L K, Ai XH, Higmes (M, Esors QP (2006) Phogpboimaitde 3-
ki ded Akt e coestinl for Sosse Hedgboy syralig Procendegs of e
MNagicral Acadosry of Scemea of the Unicd Sus of Aseica [0 43005 4500

PLOS ONE | www plasane.org

2.

35.

Gl as & & Target in e &

e M, Ot M, Asacka Y, Teesnse T, Tt M, ot al (2008) Regpalasion of the
Hedgrbog Bgmabeg by the Micrsfcvaed Pacs Keae (ooade o
Chassie Casers Molooslas (g e 8 708712

Saeaed FM, Minsagroe | (003) Cpronsitie and apopiste aoss of TOF bet
et asd camrr. Nitur Reviows Cisees 3 807820,

. Seeasm B Min O, Clesest V, Phinden M, Correa B, & al. (2007) Melisosus.

regeire HETMIEHOR0L] syealing rendamnd by s sucsioss. betweres G111

asd e RAS-MEKAKT pastway Proseofiogs of e Masosad Acidesy of

Seirme of the Usited Seares of Amesiea 104 35555900,

He BNF, Lieg ¥, Xu 2, Jabdoos TIM (2000) Targesisg (11 proscis = b

s by sl e cales Unied Seats patess US 6,285,350

Those ME, Lusi L (2000) Dy e Caseer Sween Cell Gosngrrisess:

Lomen Leazmod Evrm e Hindgebug azd Wee | Tradaton Pty

Assemil Review of Phormmcobyry asd Toaieolgry, Y 51 2011 85310

5 ¥, Mo U, Otz |, Soliermsss A, Rebramer H, et al. (312) Hole of
= Mals Mol Mewen bk Olsiad Caseer

March 2013 | Volume 8 | baue 3 | e57346

151



6. Etude de l'impact des CSC dans la prolifération tumorale et le pronostic dans les

CBNPC : exemple du role de hPAF1C et de c-Myc

6.1. Article 6

Giroux Leprieur E, Zhi X, Zhang Y, Shi H, Wang L, Du K. Human RNA polymerase Il
(RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) promotes tumorigenesis by activating c-
MYC transcription in NSCLC.Soumis a Biochemical and Biophysical Research

Communications

6.2. Présentation de l'article et commentaires

hPAF1C est membre du complexe PAF, qui intervient comme co-facteur de transcription avec
Gli, et est impliqué dans la transcription et comme régulateur du cycle cellulaire (Moniaux
2009). hPAF1C est surexprimé par les cellules souches embryonnaires (Ponnusamy 2009), et
interviendrait lors de la carcinogenese (Moniaux 2006). C-Myc est un autre régulateur du
cycle cellulaire, activé dans les CSC notamment via Shh, et intervenant également dans la
carcinogenese (cf chapitre 1.9.9). Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I'activation
de hPAF1C dans les CBNPC, et son interaction avec c-Myc. Nous avons analysé 183
prélevements de CBNPC opérés, et montré que la majorité (n=127, 69,4%) exprimait
hPAF1C par étude en IHC. La survie globale des patients avec un CBNPC exprimant
hPAF1C était plus courte que celle des patients avec un CBNPC n’exprimant pas hPAF1C
(p=0,0131). L’expression de hPAF1C était corrélée a I'expression de c-Myc, que ce soit sur
les prélévements tumoraux ou sur les lignées cellulaires (A549, H838, H2170, H1650).

L’inhibition de I'expression de hPAF1C par siARN entrainait une inhibition de I'expression
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de c-Myc, évaluée par Western Blot. Le réle de hPAF1C dans la croissance tumorale a été
montré par étude de la prolifération et de la formation de colonies cellulaireisro.
L’inhibition de hPAF1C par siARN provoquait une inhibition de la prolifération et de la
formation de colonies. L'inhibition conjointe de hPAF1C et de c-Myc était synergique sur

I'inhibition de la croissance tumorale.

Ces résultats soulignent I'importance de hPAF1C et de c-Myc, protéines impliquées dans la
carcinogenese et activées au sein des CSC, dans la prolifération et la clonogénicité tumorale.
Il s’agit de la premiere étude dédiée spécifiquement a I'étude de hPAF1C dans le CBNPC. Le
fort impact pronostic de hPAF1C incite a étudier de maniére plus large son expression et

développer des traitements ciblés contre hPAF1C et/ou c-Myc dans les cancers bronchiques.
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Abstract

Human RNA polymerase Il (RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) plays a crucial
role in protein-coding gene transcription. Overexpression of hPAF1C has been implicated in
the initiation and progression of various human cancers. However, molecular pathways
involved in tumorigenesis through hPAF1C remain to be elucidated. The current study
suggested hPAF1C expression as a prognostic biomarker for early stage lung cancer. Patients
with low hPAF1C expression levels showed significantly better overall survival. The
expression of hPAF1C positively correlated with c-MYC activation. Mechanistic studies
indicated that hPAF1C promoted lung cancer proliferation through regulating c-MYC
transcription. These results demonstrated the strong prognostic impact of hPAF1C in early-
stage NSCLC, and more generally the evidence of cancer stem cells role in proliferation and

aggressiveness in NSCLC through activation of proto-oncogenes as c-Myc and hPAF1C.

Key-words: hPAF1C, c-Myc, non-small cell lung cancer, cancer stem cells, tumorogenesis,

prognosis,
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Introduction

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of mortality by cancer in the world.
Despites some recent progresses, overall survival remains low, with 15% 5-years survival.
There is therefore an urgent need of description of new innovative marker in NSCLC related
to cancer initiation, prognosis and response to chemotherapy. NSCLC is characterized by a
high proliferation rate, and there is an overexpression of several cell-cycle regulators in
NSCLC cells, as c-Myc [1]. C-Myc has been proved to be overexpressed in cancer stem cells
(CSCs). CSCs are tumor cells that are responsible for the initiation of cancer during the first
stages of carcinogenesis. They represent a very small proportion of all tumor cells within the
tumor, with an undifferentiated cell phenotype, an important potential for oncogenesis, a large
capacity of proliferation and differentiation. The presence of CSCs has been proven in several
solid tumors, including lung cancer [2,3]. However, the molecular mechanisms involved in
the early steps of lung tumorogenesis and activated in these CSCs are still largely unknown.
Human RNA polymerase Il (RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) is described as
a key cell cycle regulator [4], and is overexpressed in embryonic and carcinoma stem cells
[5]. Its role in cancer development has also been described, especially in pancreatic cancer
[6]. In this study, we explored the role of hPAF1C in NSCLC, and its implication in

tumorogenesis through the interaction with c-Myc.
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Materials and Methods

Patients

Patients with stage I-1ll NSCLC undergoing surgical resection at the Department of Thoracic
Surgery, Fourth Hospital of Hebei Medical University and Department of Thoracic Surgery,
Xuanwu Hospital, Capital Medical University (183 patients from 2007 to 2012) were entered
into the study (Table 1). Patients receiving neoadjuvant chemotherapy or radiation therapy, or
having a second primary cancer diagnosed within 5 years, were excluded from this study.
Pathology of each patient was diagnosed by two certified pathologists. TNM staging was
performed according to the International System for Staging Lung Cancer pathologic
classification system. Information on clinical variables and patient follow-up was extracted
from prospectively maintained patient database. The primary endpoint was overall survival

(OS) with the time range from 2.7 to 60 months.

Immunohistochemistry (IHC)

Standard protocol was used. Primary antibodies used in the study included rabbit anti-human
hPAF1C (1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Five micron tissue slides from
tumor and adjacent normal lung tissue were de-paraffinized using xylene. Heat-mediated
antigen retrieval was performed using citrate buffer (BioGenex Laboratories). Antibody
staining was visualized with DAB (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) and
hematoxylin counterstain (Fisher Scientific). Representative fields were photographed using a

Leica SCN40O slide scanner (Leica, Germany), and examined for positive nuclear staining.
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Cell Culture

NSCLC cell lines (A549, H838, H2170 ad H1650) were purchased from American Type
Culture Collection (ATCC). All cell lines were cultured in RPMI 1640 (Life Technologies)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 IU/ml)/streptomycin (100

ug/ml) at 37°Cin a humid incubator with 5% CO2.

RNA extraction

Total RNA from cell lines was isolated using an extraction kit (RNeasy Mini kit; Qiagen).
Total RNA from fresh tumor samples was extracted with TRIzol LS (Tiangen, Beijing,

China).

Semi-quantitative RT-PCR

Semi-quantitative RT-PCR was performed in a GeneAmp PCR system 9700 (Applied
Biosystems (ABI)) using SuperScript 1l one-step RT-PCR with Platinum Taq kit (Life
Technologies) according to the manufacturer’s protocol. RT-PCR primers were obtained from
Takara (Dalian, China). hPAF1C primer sequences are: forward: 5'-
GGAGGAAGAGATGGAGGCTGAA-3 and reverse: 5'-
CACTTGCCTCATCTCTGTCACC-3. C-Myc primer sequences are: forward: 5'-
AATGAAAAGGCCCCCAAGGTAGTTATCC-3 and reverse: 5'-
GTCGTTTCCGCAACAAGTCCTCTTC-3. GAPDH primer sequences are: forward: 5'-

AACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAA-3’ and reverse: 5'-
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GCATCAGCAGAGGGGGCAGAG-3'. 300 ng of total RNA was used for each reaction.
PCR products were run on 1% agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide.

GAPDH served as an internal control.

Quantitative Real-time RT-PCR

First-strand cDNA was synthesized from total RNA using iScript cDNA synthesis kit (Bio-
Rad) according to the manufacturer's instructions. Transcript analysis was done by real-time
reverse transcription-PCR using the TagMan assay. Hybridization probes and primers were
purchased from ABI. All samples were run simultaneously in triplicate in a Mx3000P System
(Stratagene, La Jolla, CA). Each Ct value was normalized to its housekeeping gene GAPDH

level.

Luciferase assay

Cells at a density of 5 x 103 per well were seeded into 24-well plates before transfection. 2.5
ug of an expression construct linking the c-Myc préendo a luciferase reporter (a generous

gift from Professor Hai-meng Zhou at Tsinghua University, Beijing, China) was co-
transfected with 0.0hg pRL-TK vector (Promega), which contains Renillaiferase as an
internal control for the transfection efficiency. Vigofect (Vigorous, Beijing, China) was used
to mediate all transfections according to the manufacturer's protocol. The transfected cells
were cultured for an additional day before being lysed for luciferase assays. Briefly, cells
were lysed in passive lysis buffer and then firefly and Renilla luciferase activities of each well
were measured using the Dual-Luciferase Assay system (Promega). Firefly luciferase

activities were all normalized to Renilla luciferase activities in the same well and were
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expressed relative to the basal activity of the empty pGL3Basic vector, which was set to unity.
The data represent the mean values + SD. All measurements in each experiment were
performed in triplicate and at least three independent experiments were repeated to ensure

consistency.

RNA Interference

hPAF1C, c-Myc, and control (non-silencing) shRNA were purchased from Origene. The
targeted hPAF1C sequences are: 5-GAACCAGTTTGTGGCTTATTT-3’ (siRNA-1) and 5'-
GGTGACGGAGTTTACTACAATG-3' (siRNA-2). The targeted c-Myc sequence is: 5'-
GGACTATCCTGCTGCCAAGTT-3'. Cells were plated in six-well plates with fresh media
without antibiotics for 24 hours before transfection. Transfection was performed using
Vigofect (Vigorous, Beijing, China) according to the manufacturer’s protocol. Transfected
cells were then re-plated in 10 cm dishes for selection with G418 &®dl; Invitrogen).
Stable transfectants were maintained in regular medium with G418u(@0d) for further

analysis.

Proliferation Assay

CellTiter 96 Aqueous Proliferation Assay Kit (Promega) was used to determine cell
proliferation according to the manufacturer's protocol. The assays were performed in

triplicate after 5x103 cells/well were plated into 96-well plates.
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Colony Formation Assay

500 individual cells of each stably transfected line were seeded in 10 cm dishes and cultured
in medium with G418 (40@g/ml) for 10 days. Colonies were then fixed by 1Q08fnfalin,

stained with 0.5% crystal violet and counted.

Statistical Analysis

The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival (OS). Differences in survival
between the high-risk group (positive hPAF1C IHC staining) and low-risk group (negative
hPAF1C IHC staining) were analyzed by log-rank test. IHC scores of 1-3 were grouped as
positive “+”, and 0 was grouped as negative “-” for dichotomized analysis. Kappa test was
used to evaluate the association between RNA expressions of hPAF1C and c-Myc. All
analyses were done using the SPSS software package, version IBM SPSS Statistics 18.0. All

reported p-values were two-sided. A p value of 0.05 or less was considered to be significant.
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Results

hPAF1C is expressed in NSCLC and is a prognostic marker in early stage NSCLC

We initially analyzed the expression of hPAF1C among a distribution of 183 early-
stage formalin-fixed, paraffin-embedded NSCLC samples. Staging was determined previously
using the TNM categorization method and histological analysis, with early-stage
categorization given to primary tumors at stages T1lb or less severe. To examine the
expression of the hPAF1C complex at the protein level, IHC stainings were performed on the
NSCLC samples. Protein expressions were characterized using a scoring system of
representative tissue areas, ranging from 0-3 (negative, mild, positive, strong positive).
Sample demographic data are presented in Table 1, in which we contrast hPAF1C positive
and hPAF1C negative IHC stains. Among the 183 samples tested, a majority displayed
moderate to strong expression, with 127 (69.4%) showing a representative distribution similar
to or greater than the expression levels seen in the given hPAF1C positive IHC stain (Figure
1A). Strong expression of hPAF1C at the protein level indicated that its aberrant elevation

was highly prevalent among NSCLC tissue samples.

Additionally, hPAF1C IHC levels were further examined using the Kaplan-Meier
statistical analysis to estimate OS for the early-stage NSCLC patients. Among the 183
histological profiles available, the overall survival percentages were plotted in relation to time
after tumor development, with patient follow-up times ranged from 2.7 to 60.0 months, with a
median period of 45.8 months. The analysis demonstrated a strong association between
hPAF1C protein levels with overall survival of the patient (p=0.131), showing a significant
lowering of prognosis in tissues that had tested as moderately or strongly hPAF1C positive
(Figure 1B). As a result, hPAF1C may serve as a prognostic marker for early-stage NSCLC

samples, with high levels indicative of a poorer prognosis.
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hPAF1C correlates with c-Myc expression and regulates c-Myc transcriptional activity

To examine activity of hPAF1C and c-Myc at the gene level, mRNA expressions were
guantified and characterized by RT-PCR in 47 NSCLC surgical samples. Investigation
showed a strong positive correlation between hPAF1C and c-Myc expressions (R2=0.609;
p<0.001) (Figure 2A), indicating a common trend among NSCLC patient samples.
Consistently correlated results were found among NSCLC cell lines with varied expression
profiles when hPAF1C and c-Myc Ct values were plotted against each other (R2=0.923;

p=0.037) (Figure 2B).

Western blots were then conducted among the 4 NSCLC cell lines (A549, H838,
H1650, H2170) that had also been treated with RT-PCR. These cell lines were selected based
on the premise that their hPAF1C expression profiles differed at the RNA level. hPAF1C
expression was first evaluated by western blot in these NSCLC cell lines, with data showing
high levels in 3 cell lines (A549, H838, H1650), and no expression in 1 cell line (H2170),
with GAPDH serving as the internal control (Figure 3A). To examine whether the correlation
between hPAF1C and c-Myc carried over at the protein level, we used then a c-Myc
promoter-luciferase construct in the 4 NSCLC cell lines. Cells were prepared for a dual-
luciferase assay run in triplicates, with the process repeated at least three times. We
discovered a high c-Myc activity in the cell lines with high hPAF1C protein quantities (A549,
H838, H1650), and no c-Myc luciferase activity in the H2170 cell line with low hPAF1C
protein amounts (Figure 2B), with cell lines showing at least a tenfold increase in luciferase
activity when compared to the control setting. Thus, expression of hPAF1C factors in
conjunction with that of c-Myc at both RNA and protein levels strongly suggest that hPAF1C

play an active role in c-Myc transcriptional activity.
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Furthermore, to investigate the effects of hPAF1C inhibition, we utilized hPAF1C-
targeted siRNAs in order to induce a knockdown in hPAF1C expression. siRNA transfection
was conducted according to standard protocol before efficiency was evaluated through
western blot. Through western blot testing, we demonstrated that the induced decrease in
hPAF1C resulted in clear inhibition of c-Myc expression (Figure 3C). These results highlight
a positive correlation between hPAF1C and c-Myc expressions, and that induced hPAF1C

changes regulate c-Myc expression.

hPAF1C promotes cell proliferation and colony formation, synergistically with c-Myc

In order to evaluate the impact of hPAF1C on cell proliferation and colony formation,
we utilized siRNAs to generate knockdown in hPAF1C expression using standard transfection
protocols. Proliferation assays (Promega) were conducted and monitored over a time period of
7 days, revealing that inhibition of hPAF1C led to significantly lowered cell proliferation
activities (Figure 4A) among all 3 originally high-level hPAF1C cell lines (A549, H838,
H1650) in comparison to the siRNA controls. Using colony formation assays, we observed
that inhibition of hPAF1C induced a notable decrease by at least 30% (ranging to over 80%)
in the capabilities of the 3 NSCLC cell lines with high hPAF1C activity (A549, H838,

H1650) to form colonies (Figure 4B).

Interestingly, data obtained from further cell proliferation assays conducted over a
span of 6 days also showed that inhibition of both hPAF1C and c-Myc synergistically caused
an inhibition of lung cancer growth. Whereas cell proliferation was partially inhibited with
either hPAF1C siRNA or c-Myc siRNA, it was completely inhibited with the use of both
hPAF1C and c-Myc siRNAs, as illustrated in Figure 5. These results provide an indication

that hPAF1C serves to promote cell proliferation and colony formation through c-MYC
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regulation. Furthermore, the combined decrease of hPAF1C and c-MYC activities may
produce more noticeable effects in the decrease of NSCLC cell proliferation and colony

developments.
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Discussion

The current study showed hPAF1C expression is a prognostic biomarker for early stage lung
cancer. Patients with low hPAF1C expression levels showed significantly better overall
survival. The expression of hPAF1C positively correlated with c-MYC. Mechanistic studies
indicated that hPAF1C promoted lung cancer proliferation through regulating c-MYC

transcription.

hPAF is comprised of five subunits that include hPAF1C, parafibromin, hLeol, hCtr9 and
hSki8. Physiological functions of hPAF1C include efficient transcription elongation, mRNA
quality control and cell-cycle regulation [7]. hPAF1C is amplified and overexpressed in many
cancers. Several studies have shown an amplification of hPAF1C gene (19913 locus) in
pancreatic tumor [6]. Besides, vitro amplification of the hPAF1C gene in normal NIH3T3

cell line led to malignant transformation, suggesting a strong oncogenic power of hPAF1C
[6]. However, our study is the first, to our knowledge, to describe the role of hPAF1C in

NSCLC.

The oncogene Myc family encodes phosphoproteins involved in cell growth and oncogenesis.
It includes N-Myc, C-Myc and L-Myc proteins, which have a Helix-loop-Helix motif, and act

as transcription factors. Overexpression and amplification of Myc have been described in
several cancers, including lung cancer, on cell lines or tumor samples [8,9]. Myc is involved
in cell proliferation by regulating the expression of various regulators of the cell cycle [1], and
is described to be activated in cancer stem cells [10]. Moreover, there is a close interaction
between Shh pathway, known to be a key pathway in CSCs, and Myc. Activation of the Shh
pathway causes an activation of Myc [11,12]. In addition, inhibition of Gli by GANT61
compound inhibitan vitro andin vivo CSCs growth, c-Myc expression, and inhibition of

other CSCs markers as NANOG, OCT4 and Sox2 [13].
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In conclusion, we demonstrated that hPAF1C is a key prognostic factor in early-stage
NSCLC, with a close interaction with c-Myc expression. hPAF1C expression has a strong
impact in NSCLC growtlin vitro. These results highlight the importance of CSCs in NSCLC

proliferation, migration and aggressiveness. Development of targeted therapies against

hPAF1C and c-Myc could be interesting in NSCLC treatment.
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Table 1. Clinical Characteristics of NSCLC Patients

NSCLC (N=183)

Characteristics Number %
Age (years)
<60 69 37.7
>60 114 62.3
Gender
Male 106 57.9
Female 77 42.1
Smoking Status
Never 32 17.5
Past 99 54.1
Current 52 28.4
Tumor Size (cm)
3 cmorless 102 55.7
over 3cm 81 44.3
Pathological Stage
| 99 54.1
I 60 32.8
] 24 131
Histology
Adenocarcinoma 101 55.2
Squamous 57 311
Large Cell 25 13.7
Operation Procedure
Wedge Resection 23 12.6
Lobectomy 136 74.3
Bilobectomy 8 4.4
Pneumonectomy 16 8.7
Vital Status
Alive 78 42.6
Dead 105 57.4
Follow-up (months)
Median 45822
Range 2.7~60.0
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Figure 1. hPAF1C expression as a prognostic marker for early-stage NSCLC patients.
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Figure 2. Positive correlation between hPAF1C and c-MYC mRNA expression in

NSCLC tissue samples (A) and in lung cancer cell lines (B), evaluated by RT-PCR.
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Figure 3. hPAF1C expression regulates transcriptional activity of c-MYC.
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A: hPAF1C transcript levelB: hPAF1C expression regulates transcriptional activity of c-
MYC by using a c-MYC promoter-luciferase construct in lung cancer cell lines. All measured
luciferase activities were normalized to pRL-TK vector activity. The data represent means +
S.D. C: shRNA knock-down of hPAF1C expression causes down-regulation of c-MYC
expression in NSCLC cell lines. Lanes 1, 4, 7: siRNA-1; Lanes 2, 5, 8L siRNA-2, Lanes 3,

6, 9: control siRNA.
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Figure 4. Knock-down of hPAF1C expression by shRNA inhibits proliferation (A) and

colony formation (B) of NSCLC cells.
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Figure 5. Knock-down of hPAF1C and c-MYC expressions synergistically inhibit

growth of NSCLC H838 cells.
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V.

DISCUSSION

Ce travail de thése a tenté une analyse des mécanismes de résistance a la chimiothérapie a
base de sel de platine dans le CBNPC, avec en particulier I'étude de I'activation de la voie
Shh. Nous avons choisi d’étudier d’abord une cohorte de patients définis comme
réfractaires a la chimiothérapie, c’est-a-dire ayant une progression d’emblée sous
chimiothérapie a base de platine. Nous avons montré que le sous-type sarcomatoide était
le seul facteur prédictif de chimiorésistance (article n°1). L’étude de l'activation de la voie
Shh a travers I'étude de I'expression de Glil et Gli2 a permis de mettre en évidence son
association a la chimiorésistance. Une forte expression de Gli2 (score Gli2 positif) était
associée a la progression sous chimiothérapie a base de sels de platine (article n°3). La
SSP et la survie globale étaient plus courtes chez ces patients par rapport a ceux ayant un
score de Gli2 négatif. L'inhibition de la voie Shh permettait une sensibilisation des
cellules tumorales au cisplatine, notamment pour les lignées les plus chimiorésistantes.
Ces résultats ont été confirmés sur un autre modele de cancer thoracique, le MPM (article
n°5). Nous avons ainsi pu montrer I'impact direct de I'activation de la voie Shh dans la
prolifération et la croissance tumorale dans ce type de tumeur. L’inhibition de la voie Shh
sensibilisait significativemerin vitro les cellules a la chimiothérapie. L’activation de la

voie Shh, étudiée par I'étude en IHC de Glil, était corrélée a la TEM, concidérée comme
un marqueur de chimiorésistance, dans les CBNPC de type épidermoides (article n°4).
Enfin, l'activation de la voie Shh semble avoir un impact pronostique dans les CBNPC
opérés de stade précoce (article n°6). En effet, I'expression de hPAF1, membre du
complexe PAF intervenant comme co-facteur de transcription des protéines Gli, était un
facteur de mauvais pronostic pour les CBNPC de stade précoce opérés, et était associée a

la prolifération tumorale via I'activation de c-Myc.
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1. L’activation de la voie Shh a un réle pronostique et prédictif

Nous avons montré que l'activation de la voie Shh était significativement associée a la
chimiorésistance (score Gli2 positif avec un HR a 2,64 pour la SSP en analyse multivariée
(IC95% 1,05-6,63) (article n°3). Nous avons aussi testé le score d’intensité du marquage
Gli2 comme variable continue en analyse multivariée. Dans ce cas, le score d’'intensité
Gli2 a aussi un impact indépendant sur la SSP (HR=1,75; IC95% 1,15-2,69 ; p=0,01) et
sur la survie globale (HR=1,81; IC95% 1,18-2,77 ; p=0,007), ce qui valide le rble
pronostique et peut étre prédictif de I'expression de Gli2. Le role prédictif de Gli2 ne
pourra cependant étre affirmé qu’apres validation de ce score sur une nouvelle cohorte de
patients et surtout par I'étude de l'interaction du score de Gli2 entre une population traitée
par chimiothérapie et l'autre par placebo. Les limites de notre étude sont le caractere
rétrospectif, sa petite taille et I'étude de prélevements histologiques issus d'exérése
chirurgicale. Le score Gli2 doit donc étre validé de facon prospective sur un plus grand
nombre de prélévements, ainsi que sur des prélevements de petite taille, comme les

biopsies bronchiques ou transpariétales.

L’activation de la voie Shh joue aussi un réle pronostique dans le CBNPC de stade
précoce (article n°4). En effet, nous avons montré que I'expression de Glil en IHC était
corrélée a la survie sans récidive des carcinomes épidermoides opérés. L’'expression de
Gli2 n'a pas été étudieée sur les cohortes de carcinomes épidermoides de cette étude. Nos
résultats suggerent donc un rdle pronostique de Glil pour les stades précoces, et un réle
pronostique et prédictif de Gli2 pour la progression sous chimiothérapie a base de sels de
palatine. La distinction entre le réle pronostique et predictif de Gli2 n’est cependant pas
possible avec certitude dans notre étude, car tous les patients eétaient traités par
chimiothérapie.
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Trés peu d'études se sont intéressées aux possibles différences entre Glil et Gli2 en terme
d’activité transcriptionnelle. Il semble que Glil et Gli2 se fixent au méme promoteur
(Agren 2004). Le premier médiateur mis en jeu lors de I'activation de la voie Shh ne serait
cependant pas Glil, qui serait synthétisé secondairement, mais Gli2. Gli2 serait
notamment capable d’'induire directement la transcription du Géhglkram 2004). En
résumé, l'activation premiere de la voie Shh induirait d’abord I'activation de Gli2, qui
entrainerait secondairement la transcription des genes cibles, incluant Glil, dont l'activité
transcriptionnelle interviendrait dans ufi™e temps (Lipinski 2006). On notera toutefois

gue ces études concernent pour la plupart I'activation de la voie Shh au cours du
développement ou dans les tissus normaux, et non dans le contexte des tumeurs solides.
La majorité des études sur le CBNPC ont utilisé Glil et non Gli2 comme marqueur de la
voie Shh. Il est probable qu'il existe des différences d’action entre ces 2 protéines dans le
CBNPC. En effet, nous avons montré que, bien que la majorité des CBNPC exprimait a la
fois Glil et Gli2, seule I'expression de Gli2 était corrélée a la chimiorésistance. De
nouvelles études sont nécessaires pour déterminer les réles respectifs de Glil et Gli2 dans

le CBNPC.

La grande majorité des cellules tumorales exprime Glil et Gli2 en IHC. Bien que la voie
Shh soit fortement liée aux CSC (Peacock 2008, Song 2011, Rodova 2012), les cellules
exprimant Glil ou Gli2 ne correspondent pas toutes a des CSC, qui ne représentent qu’une
tres faible proportion des cellules tumorales. Notre hypothese est que les CSC sont les
cellules sources de la production de Shh au sein de la tumeur, qui va avoir une action
autocrine et paracrine. L’activation de la voie Shh, évaluée en IHC par I'expression de

Gli, serait le reflet de I'activité des CSC au sein du CBNPC.
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2. Les CSC jouent un réle important dans la chimiorésistance des CBNPC

Les données de la littérature, ainsi que les résultats de nos travaux, suggeérent que les voies
de signalisation cellulaires connues pour étre activées au sein des CSC, comme la voie
Shh, I'activation de hPAF1C et de c-Myc, jouent un réle majeur non seulement dans la
carcinogenese bronchique, mais également dans la prolifération tumorale et la
chimiorésistance. Notre hypothése est que les CSC sécréetent la protéine Shh, qui va avoir
une action autocrine et paracrine. L’'action autocrine permettrait une auto-activation et le
maintien du stock des CSC. L’administration d’'une chimiothérapie cytotoxique serait
efficace sur la plupart des cellules tumorales, mais pas sur les CSC qui sont
chimiorésistantes. Le maintien de ce stock de CSC au cours de la chimiothérapie
permettrait le renouvellement rapide du clone tumoral et la progression. L’activité
juxtacrine et paracrine permettrait d’autre part I'activation de la voie Shh au sein des
autres cellules tumorales, induisant ainsi des signaux de prolifération, de migration
cellulaire et de TEM, participant également a la chimiorésistance et la dissémination
meétastatique. Les résultats de notre travail qui montre la corrélation entre I'activation de la
voie Shh et la TEM vont dans ce sens (article n°4). La corrélation entre TEM et CSC a été
montré dans un certain nombre d’études, notamment dans le cancer bronchique (Chiou
2010, Giarnieri 2013, Gomez-Casal 2013, Kim 2013, Kumar 2013, Sato 2012, Wang
2014). Ainsi, linduction de I'expression @CT4 et NANOG dans des cellules
d’adénocarcinome bronchique induit un phénotype de CSC et de TEM, tandis que
inhibition de ces mémes genes inhibe la TEM, bloque le pouvoir métastasiant et
augmente la survie des souris porteuses de xénogreffes (Chiou 2010). Les cellules de
CBNPC resistantes vitro a la radiothérapie (Gomez-Casal 2013) ou a la chimiothérapie

(Wang 2014) arborent conjointement des marqueurs de CSC et de TEM. De méme,
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Maitah et al. (2011) ont suggéré une corrélatioritro entre la voie Shh et la TEM, via

'expression de TGE:

Les CSC représentent moins de 0,5% des cellules tumorales et semblent jouer un réle dans
la prolifération tumorale et la chimiorésistance. hPAF1C (ou PD2), connu comme
régulateur de la transcription, est un géne important au sein des cellules souche
embryonnaires et des CSC : il serait en effet responsable du maintien du stock de cellules
souches embryonnaires (Ponnusamy 2009). L’inhibition d’hPAF1C induit une diminution
de I'expression MCT3,0CT4 et ddNANOG mais aussi de Shh (Ponnusamy 2009). Le
niveau d’expression de hPAF1C est plus élevé dans les CSC que dans les cellules
cancéreuses différenciées (Ponnsumay 2009). L'expression de hPAF1C avait un role
pronostique dans le CBNPC (article n°6), via une interaction avec un autre régulateur du
cycle cellulaire, c-Myc. hPAF1C et c-Myc sont liés a 'activation de la voie Shh (Kenney
2003, Hallikas 2006, Mosimann 2009, Ponnusamy 2009). Au total, la voie Shh semble
étre un élément clé dans l'oncogenése bronchique, la prolifération tumorale et la
chimiorésistance. Le développement d’'une stratégie thérapeutique incluant des thérapies
ciblant la voie Shh, que ce soit un inhibiteur de Smo ou de Gli, semble logique dans la
prise en charge des cancers thoraciques. Il est intéressant de noter que plusieurs études,
dont un de nos travaux, suggerent une efficacité supérieure des inhibiteurs de Gli (comme
GANT61 ou Gli-1) par rapport aux inhibiteurs de Smo (comme le vismodegib) en termes
d’activité antitumorale et de chimiosensibilisation (article n°5, Huang 2014). Le seul
produit ciblant la voie Shh actuellement sur le marché est le vismodegib (Erivedge®
(Genentech, USA)), indiqgué en monothérapie dans le traitement des carcinomes baso-
cellulaires de stade localement avancé et non accessible a un traitement chirurgical ou par

radiothérapie, ou de stade métastatique. Nos résultats, en complément de ceux de la
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littérature, incitent fortement a développer des essais cliniques spécifiqgues dans le CBNPC

et dans le MPM.

Le sous-type histologique sarcomatoide est associé a la chimiorésistance

Le sous-type histologique carcinome sarcomatoide est impliqué dans la chimiorésistance,
avec un HR pour la progression d’emblée a 7,50 (article n°1) et HR pour la SSP a 11,91
(article n°3). Ces résultats sont concordants avec les données de la littérature. Notre
groupe a ainsi pu montrer sur une cohorte de 97 carcinomes sarcomatoides que 69% de
ces tumeurs étaient réfractaires a la chimiothérapie, avec une SSP de 2 mois (Vieira
2013). Peu d’études se sont intéressées a l'identification de cible moléculaire accessible a
un traitement ciblé dans ce type tumoral. On retiendra I'expression marquée de marqueurs
mésenchymateux, comme la vimentine, notamment dans le contingent cellulaire
sarcomatoide de ces tumeurs (Nakajima 1999n Huo 2006, Yoo 2005), ainsi que la
surexpression et/ou I'amplification de c-met (Lee 2011, Tsuta 2012, Vieira 2014). Ces
résultats ouvrent la voie a de possibles thérapies ciblées pour ces tumeurs rares, jusqu’ici

sans traitement spécifique. Plusieurs études sont en cours au laboratoire.

. Orientations futures pour la recherche sur la voie Shh et CBNPC

Les orientations futures en termes de recherche sur le r6le de la voie Shh dans la
chimiorésistance des CBNPC sont multiples. Un premier axe pourrait tester I'impact de la

voie Shh dans le modele de CBNPC chimioréfractaire que sont les carcinomes
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sarcomatoides. Nos résultats ont montré que l'inhibition de la voie Shh, sur des modéles
de culture primaire de carcinome sarcomatoide, permettait une sensibilisation au
cisplatine, avec effet synergique sur la cytotoxicité. L'utilisation de modeles de
xénogreffes sur sourisude de cellules de carcinome sarcomatoide issues de cultures
primaires permettront de valider ces résultatgivo. Un autre axe de recherche serait la
mise en évidence de la source de I'activation de la voie Shh dans les CBNPC. Comme
évoqué ci-dessus, notre hypothése est qu’il s’agit d’'une activation auto- et paracrine, avec
sécrétion de Shh par les CSC. Nous pourrions ainsi isoler les CSC a partir de lignées
cellulaires ou de cultures primaires de CBNPC par tri cellul&@o(escence-Activated

Cell Sorting), et évaluer I'expression de Shh au sein des CSC et des autres cellules
tumorales, et celle des facteurs en aval de la voie (Ptch, Smo, Gli). Ceci pourrait étre
réalisé par RT-PCR, Western Blot, voire analyse du transcriptome par microarray. Du fait
de la faible concentration d’ARN attendue pour les CSC, des techniques plus sensibles
comme la PCR digitalal{gital dropplet PCR pourrait étre utilisées. Enfin, un dernier axe

de recherche serait I'étude de I'action de Shh sur le microenvironnement tumoral. En
effet, certaines études ont suggéré une action de Shh non seulement sur les cellules
tumorales, mais également sur le microenvironnement, et en particulier sur les
fibroblastes. Ainsi, Shh sécrétée par les cellules de CBNPC serait capable d’induire la
prolifération, la migration, la survie des fibroblastes, et la synthése de collagene
(Bermudez 2013). Shh serait aussi capable de faire sécréter par les fibroblastes des
sighaux proangiogénigues et prométastasiants, comme le VEGF ou lédukeknia
Inhibitory Factor) (Bermudez 2013). Cette action de Shh sur le stroma serait ainsi le
corolaire de l'action de Shh sur le mésenchyme durant le développement, mais de fagon
dérégulée. Par ailleurs, le rble potentiel de la voie Shh au niveau des cellules immunes du

microenvironnement tumoral reste aujourd’hui inconnu. Shh serait capable d’agir au
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niveau des lymphocytes CD4+, avec une induction de la sécrétion dg (BB#ward

2002, Furler 2012). L'interaction de Shh avec le microenvironnement inflammatoire
tumoral a été évoquée dans le médulloblastome. Wang et al. (2003) ont montré que
I'Interferon-gamma (IFN), sécrété par les lymphocytes CD4+ et les lymplesc@D8+,
induisait une activation de la voie Shh dans les cellules tumorales. De nouveaux travaux
sont nécessaires pour mieux comprendre l'interaction entre I'activation de la voie Shh et

le microenvironnement tumoral.
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V.

CONCLUSION

Malgré des progrés majeurs accomplis dans la prise en charge des formes étendues
présentant une addiction oncogénique, la majorité des CBNPC de stade métastatique est
traitée par chimiothérapie & base de sels de platine®énligne de traitement. Le
probleme de la chimiorésistance est donc une préoccupation majeure. Malgré une
littérature tres riche sur la recherche de facteurs prédictifs, peu de marqueurs ont été
validés dans les formes étendues. Nous avons montré, dans ce travail de these, que la voie
Shh jouait un réle probable dans la chimiorésistance des CBNPC. De nombreux travaux
sont nécessaires pour valider ces résultats, mieux comprendre le mode d’activation de la
voie Shh au sein des CBNPC et déterminer la meilleure stratégie thérapeutique inhibitrice
de cette voie, afin d’'améliorer la réponse a la chimiothérapie et la survie des patients. Des
études sur de plus larges effectifs de patients sont également prévues pour confirmer nos
résultats. Des analyses prospectives pour chercher un impact de I'activation de la voie Shh

sur la résistance a la radiochimiothérapie est également prévue.
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Objeives: Pulmonary sarcomatoid carcinomas | SC) are highly di sseminated types of non-small-cell lung
carcinoma, Theit prognosis is poor, Mew therapeutic targets are needed to improve disease management,
Materiols and methods: From 1995 to 2013, clinical and survival data from all consecutive patients with
surgically treated 5C were collected, Pathological and biomarker analyses were performed: TTFL, PE3,
-MET and ALK expression (immunahistechemistry), PAS staining, ALK rearrangement ( FISH), and EGFR,
KRAS, HERZ, BRAF, PIK 204, and MET genes mutations (PCRYL

Resuf s Seventy-seven patients were included. Madian age was 61 years (33-69), Histological subtypes
weere pleamorphi ¢ carcinoma | 78%), carcincsarcoma (12%), and giant-cdl andfor spindle-cell carcinoma

Naywords:
Nan-small-cell lung carcinema
Sarcomataid carcincma

Biomarker
Elond vessel iveasion (10%] Blood vessel irrasion {BY1) was present in 90% of cases. Morphology and immunchistochemistry
Prognosis were indicative of an adenocarcinoma, squamous, and adenosquamaus origin in 41.5%, 17%and 11.5%,

Melzcular classification respectively, 30% remained not-othenwiscspecified. KRAS, P 3CA, ECFR and MET mutations were found
in 31%, 8% 3% and 3%, respectively. Mo tumaors had HERZ or BRAF mutations, or ALK rearrangement,
whersas 34%had a -MET positive score, Five-year overall sundval (05)was 20% far the whale population.
AL multivariate analysis, tumor sze<50mm (HR= 1,96 [ 1.04-3.73), p= 0.011), no ymph-nede metastasis
(HR=325 [1.68-6.31], p= 00001}, no parictal plevral imasion (HR= 1,16 [1,06-1,28], p=0.002), na BY1
(HR= 122 [1.08- 1.40], p= 0005, and no squamous component (HR=3,17 [1.46-6.79), p= 0011 were
associated with longer 5 Biomarkers did not influence 05,

Concfustion: Dedifferentiation in M3CLC could lead wo 5Cand an epithelial subtype component could influ-

ence outcome. BY1 was present in almoest all 5Cs and was an independent factor of poor prognosis,

© 2014 Elsevier Ireland Led. Al rights reserved.

1. Intreduction aspects, In some cases, immunohistochemical analysis of the

expression of multiple keratin and epithelial membrane anti-

In 2004, the World Health Organization classification of
non-small-cell lung carcinomas (MSCLC) defined pulmonary sar-
comatoid carcinomas (5Cs) as a small subgroup of poorly
differentiated tumors that contain sarcoma or sarcoma-like ele-
ments [ 1], Diagnosis is usually based on specific morphological

* Correspording author ae: AP-HP, Hipital Tenocn, Service de Pneumologie, F-
THE70 Paris, France, T=l: =33 1 5601 &2 35,
E-mall address: mariswislez@inn.aphpfr (M, Wislez ),
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@en are necessary to demonstrate the epithelial differentiation
in the sarcomatoid component | 1], Retrospective studies show
that these tumaors are (i} associated with a poor prognosis what-
ever the stage at diagnosis, ie, early [2] or metastatic [3.4],
and (i) resistant to comventional chemotherapy, with beno- thirds
of patients presenting at first evaluation with a progressive
disease under a platinum-based regimen [4]. Improving our
knowledge of 5Cs could improve the management of these
patients and lead to the development of specific therapeutic
trials,
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In this retrospective study, we collected dinical, pathological,
and survival data from a cohort of 77 patients with surgically
treated primany pulmonary 5Cs, We also performed periodic-acid-
Schiff{PAS ) staining, immunohistochemical analysis for TTF1, PE3,
c-MET and ALK proteins, Flucrescent in situ hybridization (FISH)
for ALK rearrangement and genotyping for EGFR, KRAS, HERZ, BRAF,
HK3CA, and MET genes,

2 Materials and methods
21. Patients

From January 1295 to April 2013, all consecutive patients with
pathalogi cally proven primary pulmonary SC based on lung-tumar
resections were identified from the archive database at the Depart-
ment of Pathology (Tumorothéque des Hopitaux Universitaines
de 'Est Parisien), Patients with a tumor biopsy taken by medi-
astinoscopy or pleuroscopy were not included, All tumors were
reviewred by anexpertlung pathologist( M A ) and classified accord-
ing to the 2004 WHO classification,

Clinical characteristics and surgical staging, according to the
sewenth edition of the THM classification, were collected [5].
Disease-free survival (DFS) was defined as the time from surgery to
relapse or until the endpoint, defined as the 1st April 201 3, Overall
survival (05) was defined as the time from surgery to d eath or until
the endpoint, According to naticnal guidelines, each patient signed
a research-approval form.

22, Histological analyses

For each tumor sample, the following pathological characteris-
tics were collected: histological subtype, presence of an epithelial
component, and its subtype (ie., adenocarcinoma, squamous, or
large-cell carcinomal, lymphatic and vascular emboli, visceral and
parietal pleural invasion, blood vessel invasion, and necrosis, Vas-
cularor ymphatic embali were defined by the presence of tumoral
cells inside blood or lymphatic vessels distant from the primary
turnor, Blood wessel imvasion was defined by contiguous tumoral
invasion of the blood wessels. The percentage of tumoral necro-
sis was evaluated, PAS staining was performed, The threshold for
positivity was set at 5% of positive cells, as previously described
[6].

2.3, Biomarker analyses

Formalin-Axed paraffin-embedded samples were used for
immunohistoche mistry and molecular analyses, For immunchisto-
chemistry, 3-pm sections were used. TTF1 (clone 8GTG31, 17100,
32 min, Dako®, Les Ulis, France ) and PE3 (clone 4A4, 1/ 100,40 min,
Clinisciences®, Manterre, France] immunchistochemistry were
performed on a benchmark system (Ventana Medical System®,
LI5A)Y, as previously described [6], The threshold for positivity was
set at 5% of positive cells with an intensity of =1,

The ALK protein was evaluated using a monoclonal mouse anti-
bady (clone 544, Abcam®, UK) on a benchmark system [7], ALK
was considered positive when at least 102 of turnor cells with an
intensity =2 were stained [ 8], The H2228 cell line was used as an
extemal positive contral, c-MET expression was evaluated using
a monoclonal rabbit antibody (clone SP44) (Genentech®™, USA) on
a benchmark system [9], Scoring was based on intensity and per-
centage of positive cells [10], The internal control was bronchial
epithelium staining of moderate intensity, Four categories were
defined; score 3+ (=500 of tumor cells with strong intensity), 2+
{=50% of tumor cells with moderate intensity), 1+ (=50 of tumor
cells with weak intensity), 0 (no staining or <500 of tumor cells

Takle 1
Characteristics of patients with pulmonary sarcomatoid carcinoma (n=77 |,
Charact=ristics n (%) ar median
[Q1-03)

Age (years] Gl (53-501
Carder

Male =Tl

Femial= 1223)
Tebaces status

Formnerfcurrent smaker T4EE)

Mever-smoker 34}
Localization
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C=neral 14018}

Both ceniral and peripheral BIB)
Type of surgery
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Mec-adjuvant chemotherapy 201026}
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Tl 71(9)
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T4 SIE)
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with weak intensity ), c-MET positivity was defined as a score =2+
[10].

Genotyping analysis of EGFR, KRAS, HER2, BRAF, FK3CA, and MET
genes was performed{ method s detailed in Supplementany Table 1),
The presence of tumor cells was evaluated on hematoglin-and-
eosin-stained sections, For genotyping, DMA was extracted from
3 10-wm sections with a QLAmp DMA mini kit™ { Qiagen, Hilden,
Germanyl,

ALK FISH was performed using Vysis LS1 ALK {Dual Color, Break
Apart Rearrangement Abbott Malecular, Des Plaines, 1L USA), ALK
gene rearrangement was defined as positive when = 15% of scored
tumor cells had split ALK 5 and 37 probe signals or had 3 isalated
signals,asdescribed previoushy [ 1] Iftherewere =50 tumornuclei
within the scribed area that could be enumerated per sample, the
sample was considered uninformative,

24, Statistical analyses

Categorical variables were compared by Chi-squared or Fisher's
exact test, Mon-normal continuous varables were expressed as
medians (Interquartile), The Mann-Whitney test was used on non-
normal continuous variables, For survival analysis (DFS, 08), Cox's
madel was used for univarate and multivariate analyses, Inde-
pendent variables with a p<0.150 in univariate analyses wene
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Fig. 1. Study of epithelial crigin in sarcomatoid carcinema according to morphology and immunchistochemistry (r=771. SpCC, spindle<cell carcinema; GCC, giant-cell
carcinama; PC. pleomerphic carcinema; O35, caminosarcoma; Ad, adenocarcinoma; 5900, squamous-cel] carcinema; LCC, large-czll carcinoma. According to morphalogy
and immunchistochemisery, 32 (41.5%), 13 {17%), and 8 {11.55] of nimars were classified as adenccarcinomias {red frame), sguamous-czll carcinomas (gresn frame], and
aderosguamous carcinamas {y=llow frame ), However, 23 tumors { 305 remained MOS NSCLC (e frame), {For interpretation of the references to oolor in this figure legend,

the reader is referred to the web versicn of the article )

included in a multvariate analysis, with the final model chosen
using 1 backward stepwise variable selection based on p-value as
candidate predictors, Redundant vari ables were not included in the
final model, Results were considered significant if the pvalue was
=005, Statistical tests were performed using SPS5 20,0 software
(1BM Corporation, Mew York, NY, LISA),

3. Results
21, Clindcal and pathological charactenistics

Fram 1995 to 2013, 82 consccutive cases of surgically treated
SCwere identified; among these five were excluded after a patho-
logical review, A median of 26 blocks per case (Q1-03, 18-41)
was reviewed, Table | shows the clinical and pathological char-
acteristics of the study population (n=77), Median age was B1
years (Q1-03, 53-69). Most patients were males (773 and smok-
ers (96%), Meo-adjuvant chemaotherapy had been performed in 20
patients (26%). A partial response was observed in 11 cases (552
a stable disease in 8 (40%) and a progressive disease in 1 (5%}
The meost frequent histological subtype was pleomorphic carc-
noma (78%), Maost patients had early-stage disease (stages | and
Ilin 64%), Patients with stage 1V cancer had a single metastasis (83
adrenal gland, n=2; brain, n=2; pleural nodule, n= 13, Tumors were
maore often peripheral (74%), Median maximal diameter was 50 mm
(range; 35-80), Blood vessel imvazionwas observed in 90% of cases,
Visceral and parietal pleural extension was found in 53% and 23%
of cases, respectively,

Maorphology and immunohistochemistry (TTF1, P&3) were
indicative of an adepocarcinoma, squamous and adenosgquamous
lineage in41.5% 17% and 11.5%, respectively, 30% remained not-
athenwise-specified (Fiz, | and Supplementary Figure 1),

32, Biomarker analyses

The most frequent molecalar abnomality was KRAS mutations
(31E), including 21 transwersions ( 14 G12C, 4 G12V, 3 G124) and
three G120 transitions { Table 23 All mutations were found in smok-
ers and through all the different histological subtypes, The second
most frequent molecularabnormalicy was a PIR2CA mutation (8%,
including three ES42K and three E545K mutations, Allbut one, were
found in smokers, One ES45K mutation was associated with KRAS
G12C, ME2CA mutations were found in pleomorphic carcinomas
and carcinosarcomas, EGFR mutations woere found in bwo patients
(3%), including one exon-20 insertion (never-smoker patient) and
one T7O0M mutation (smokar), ESFR mutations were only found
in pleomorphic carcinomas; one with an adenosquamaous compo-
nent and one with a large-cell component. Two deletions (37 in
exon 14 of the MET gene were found (one smaoker and one never-
smoker), No HER2 or BRAF mutation was found, ALK protein was
notexpressed, Mo ALK rearrangementwas ohserved by FISH. c-MET
score was positive in 26 patients (34%), c-Met overexpression was
found in all subtypes except for carcinosarcoma, and wias 2.2 times
higher in the epithelial than in the sarcomatous component (35.4%
s, 15.0%, p=00251 Among the tumors overexpressing c-Met, 11
had KRAS mutations, one EGFR T790M, teo ES45K PIK2C4, and one
had a MET exon- 14 deletion, Moreower, all of the 26 patients had
tumars with blood vesselinvasion ( p=0,045). Blood wessel imvasion
was not significantly associated with KRAS, PIR2CA, or MET muta-
tions, Mo other specific clinical or pathological chara cieristics wene
found assodated with the biomarkers,

2.3, Swrvival analyses

At univariate analysis (Table 3), factors associated with
longer DFS were stage | rather than stage 1 or 11l (HR=423
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Table 2
Biomarker analyses,
Subtype TTFI i) PE3n (X) ERAS m (K} PIIKCA n (%) EGFRm [X) c-MET niX]
Megative  Positive  Megacive  Positive  WT 15 WT M WT M Hegative  Positive
Pleomarphic cardnoma [n=80)  27(45] (55 MTL) 1612087 41(68) 19¢32) 55092] 5(B) SelET 203 37621 23(38)
Epithelial comiponeni-bazed morpholegy

Ad(m=15] 2(13] 13(07 ) 14093} 171 10(EF ) 5(33) 13T 2013} 150100y - 50331 10(ET)

Adi5glC [n=d4] 2(30) 2[50) 2030) 2[5m X {=0)] 2040) 0 21400 4(30)  1020) 4[B0] Li20)

AILCC (n= 51 E(100) S{100)  3(ed) 2[4 3(ED) 2(4i) S(o0 - (o - 4B L)

SgCCin= &) 15(551 ey - Brioo 571 203 G[BE]  1[14) Ty - Fo0m -

SqCCiLCCn= 1) 12(45) - Lo oy - 1iom - Loy - 10100 -

LC in=27) 25(93) 271 19{70) 203y ZFiom - 26(EE) 14) 151581 11041}
Carcinosarcoma (n= 9] 9 100) - S{5E) 41441 S8 1011 BEay  1g111 oy a afiom -
Epithelial comiponent bassd maorphalogy

SglC n= 3) 301001 - - 1o oy - oo - oy - 3100 -

LOC [n=E) G 100) - S(E3) L017] 5(83) 1{17) 50831  1(171 =00 1y K s100 -
Spindleell carcinoma (r=1] - oy - Lrioo Lmy - 1o - Loy - - 1100}y
Giantcell carcinoma (=41 3751 1(25) 40100) - 20500 2(30) (100 - 41000 - 3751 1{25)
Giantcell 2(67] 1(33) 3100} - ({8 2(33) o - oy - 2[67]1 1033)
carcinomia/spindle-cell
carcinoma {n=3})

Tatal (=771 41(331 IE[4T ) T3 21271 S3(E=)  24¢31)  T1@2) 6B 75097 2(3) 31166] 26034

Ad, adenocarcinama; 5q0C, squamous-cell carcinema; LOC, large—cell carcinema,

[1.18-15,18], p= 0027}, lobectomy rather than pneumonectomy
(HR=281 [1.18-6.72], p=0.02), and absence of lymph-node
metastasis (HR=4.1 [148-11.40], p=0,007 ). At multivariate anal-
ysis, absence of lymph-node metastasis (HR= 5,02 [1.75-14.41],
p=00003) and absence of parietal pleural imeasion (HR=1,14
[1.02-1.29], p=0.028) were associated with longer DFS, Biomark-
ers(KRAS, K204, MET, EGFR mutations, c-MET expression) did not
influence DF5,

The S-year 05 was 20% for the overall population; 7%
for stage 1, 15% for stage I, 10% for stage I, and 0%
for stage IV, At univariate analysis (Table 4), factors associ-
ated with longer O5 were stage | rather than stage 1l or
I (HR=4.80 [2,13-10,95], p=00001), lobectormy rather than
pneumonectomy (HR=261 [143-476), p=0002} tumor size
=50mm (HR=225 [1.25-4.03], p=0,007), absence of lymph-node

Takle 3
Univariate and multivariats analyses of disease-free surival®

metastasis (HR= 233 [1.26-4.30], p=0.007], absence of parietal
pleural invasion (HR=1.12 [103-1.21], p=0.007 ), and absence of
tumor necrosis <25% (HR =200 [1.03-3.86], p=0.04), According
to potential epithelial lineage, the presence of an epithelial com-
panent other than squamous was also associated with longer 05
(HR=251 [1.24-5.06], p=0,01) (Table 4}, At multivariabte analy-
sis, umor size <50mm (HRE =195 [1.04-3.73], p=0.011), absznce
of lymph-node metastasis (HR=3.25 [168-631], p<00001}),
absence of parietal plevral invasion (HR=1.16 [1.06-1.28],
p=0,002), absence of blood vessel imvasion (HR=1,22 [1,06-1,40],
p=0,005), and presence of an epithelial component other
than squamous (HR=3,17 [148-679], p=0,005) were asso-

ciated with a2 longer OS5, Biomarkers (KRAS, HE3CA, MET,
ECFR mutations, c-MET expression) did not influence 05
(Table 4),

Factar Unteariate amakysis Multivariate analysis
HE (C195%) v HR (C195%) f:

Clinical

Age (<61 vs, =51 years) 047 (0.20-1.131 0oag LK

Gander [fermale v, mial=) 2000077-511 0153

Tobacea status (smoker! former v, n=ver] 0B [DELAE) [K[=¢ )

Surgery [lobectonmy ws, preumonectomy ) ZAI[1B-&T2) Q020 M3
Pathological

Plesmiarphic carcincmas ws. other subtypes 081 (D327-2.43) o7In

Stage (l ws. stages land I11) 423 (1.1B-1518) 0oF

Diamster (<5 ws. =5cm) 1.300057-3.011 0533

Lymnph-nods metastasis (N0 ws, N+1 4.1(1.45-11.400 oo SO201.75-14.41) 000

Bloed wessal invasion (na vs. yes] 1.21 [084-1.56) 0134 M3

Lymnphatic smbsali (ma ws. yes) 105 [082-1.35] 0151

Vaszular embali [no vs, pes) 108 [054-1.24) 0255

Viseeral plaural invasion [nowvs yes) 102 [0592-1.17) OSBE

Pariztal plaural invasion [no s, yes) 109 [09B-1.22]1 o1z 1.1401.02-1.20] n0z2s

Endzbronchial exeension (no ws, yes] 10001121 043l

Neaosis [<25% ws, z235] 1.32 [0.55-2.18) 0534

Other =pithelial vs. squamous component 1.B40 (052-5.50) 0Z7s
Mal=cular

KRAS mutations [no ve, yes] 0ES [D25-1.E8) 0734

P304 mutations (no vs, ves) 1B (053-6221 0338

c-MET oversxprassicn (na vs. yves] 104 [083-1.18) 0525

N5, not significant,
* Analyses on 41 patients, 29 missing data, and 7 patients died in the 30 days after su

rpery were censared, HR: hazard ratio, HR > 1 indicates a longer DFS,

" Cow's modal; independent variables with p<0.150in univariate anakysss were included in multivariate analysis; NS variables wers retrisvad by 2 step-by-stap backaard

procedurs,
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Table 4
Univariats and multivariaes analysss of overall surdival.”

Factars Uhnivariate analysis Multivariate anakysis
HRd 25%) v HRICI95%) f:

Cinical

Ap=(<El vs =61 wears) 0E3(047-1.471 0515

Gender [femial vs. male) 1.4 ({074-2 58] 0292

Tobacco stahas (smoker! former ws, never] 085 (0.20-3.55] 0.E31

Surgery (lobectomy ws. pneumcnectomy ZE10(1.43-476] ooz M3
Pathological

Fleomorphic carcinomas vs, other subtypes 083(048-1.79] 0e22

Stage {1ws, stages Il and [11) 4.3012.13-1095] «0,0001

Diameter (<5 ws. =5cm) 2325(1.25-403) 0,007 195 (1M-377) oot

Lymph-nods metastasis (N0 ws. B-) 2.33(1.26-4.30 0,007 12501 E8-R31) <0000l

Blood wessel invasion (no ws. yes) 108 (087 -1.23) 0133 12201061400 00os

Lwmphatic =mbsali (no vs. yes) 1091 (057-127] 0151

Wascular emboli [no vs yes] 108 (09E-1.171 0267

Visczral pleural invasion (ne vs, yes) 107 (0.98-1.15) 0.0E0

Farietal pleural invasion (no vs, yes) 1.1201.02-1211 0007 116 (1.05-128) o2

Endabronchial exeznsion (nows. yes) 100 (0921081 (KX o

Necrosis [<25% vs = 25%] 20011.03-3.851 oo N3

Other =pithelial vs. sqguamous compon=nt 25101.24-508]1 ool LIT (1487 0am
Malecular

KPAS mutations (o we yes] 1.12 (0E0-2.08) 0734

PAK3TA mutations (no ws, yes) 225 (0793-641) o127 N3

= MET awersmpression (nows, yas) 105 (0.96-1.14) 0301

N5, not significant,

* Analysis of B5 patients, 4 missing data, and 7 patients died in the 30 days after surgery were censored. HR: hazard ratic. An HR > indicabes a longer 05,
" Cax’s modsl; ind=pendeant varizbles with p< 0,150 in univariat= analyses were included in the multivariate analysiz; NS wariables were retrieved by a stzp-by-step

backward procsdure.,

4 Piscussion

In this cohort of 77 patients with surgically treated lung SC,
we found that 90 of patients had blood vessel imeasion and 44%
had an oncogenic mutation among those performed in routine,
The most frequent mutations were KRAS (31%) and FE3CA (8%
wherzas mutations of EGFR (3%) and MET (3%) were rare, More-
over, 34% had a positive c-MET score by immunohistochemistry,
Mo ALK translocation was obseneed,

Most of the patients with SCwere smokers, males, and presented
large peripheral tumors, as previously reported [12,13]. Meoadju-
vant therapy was performed in 26% of patients and was associated
with a response in 552 This rate might be overestimated because
af selection bias. The analyses might have und erdiagnosed patients
with stable or progressive SCwhowere not eligible for surgeny and
not included in our study,

Because 5Cs could be dedifferentiated adenocarcinomas or
squamous-cell carcinomas, we tried to demonstrate the potential
adenocarcinoma or squamous origin of these tumors using PAS
staining, and TTF1 and P&3 expression, Thirty-two (41.5%), 13(17%),
and 9 {11.5) 5Cs could have arisen from adenocarcdnoma, squa-
mous, and adencsquamous carcinomas, respectively, Twenty-three
(30% yremained not-otherwise-specified NSCLC, The epithelial sub-
type may have influenced the outcome as presence of squamous
differentiation was a factor of poor prognasis in thess particular
tummors, However, subtype of epithelial component, as a progna-
stic factor, was not reported in two previous series from Asia that
included 70 and 45 patients [ 12,13]. Howewer, immunohistochem-
istry had not been used in these series,

The main histological characteristic was blood vessel ima-
sion, Multivariate analysis showed that blood vessel invasion was
associated with shorter survival (HR=1.22 [1.06-1.40], p=0.003},
Blood wessel invasion is usually detected in only 30-50% of
MSCLC cases and is a poor prognostic factor [12,14,15], The high
prevalence of blood vessel invasion observed in 5C could be con-
sistent with this highly disseminated tumor disease, the high
rate of atypical metastatic sites, and the poor prognosis [4]. We
observed a significant association betwesn blood vessel invasion

and c-MET expression in tumor cells, which might underline the
pro-angiogenic role of c-MET in this subgroup, The high preva-
lence of blood vessel imeasion might indicate that caution is needed
when using bevacdzumab in these patients, In our previous report
[4], 20% of patients had hemo ptysis atdiagnosis, which was usually
abundant (personal datal

Molecular abnormalities, such as KRAS and FEK2CA mutations,
are frequentinSC and are probablby related to toba coo consumption,
In this Caucasian cohort, EGFR mutations were rare events (3%) and
were not “activating mutations”, The c-MET score was positive in
only 34% of cases. This score was lower than the 523 found in the
Metmab trial [ 10], inwhich the same antibody and scoring systems
were used, but that exclusively included patients with advanced
MSCLE disease. We do not kmow whether the lower c-MET score
observed herein is related to the early stage of the disease or to
the 5C histological subtype, In a Japanese series, c-MET expression
was found in 2 1% of 43 5Cs using the same antibody but a different
scoring criteria (= 10 of tumoral with strongly stained cells) [16].

Even if 5Cs are probably dedifferentiated adenccarcinomas or
squamous-cell carcinomas, patients with 5C need to be screened
and included in dedicated clinical trials as results of conventional
chemotherapy alone are disappointing. Some molecular abnormal-
ities are “druggable” with a targeted therapy such as HE3CA or MET
inhibitors[ 10]. Lastly, this study suggests thatblood vesselimasion
is a major prognostic factor, Further studies are needed to clarify
the mechanisms of blood wessel invasion,
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ofectives: Malignant pleural mesothelioma (MPM) s a highly aggressive neoplasm with a poor prog-
nosis and limited treatment options. EMX2 is a homechax transcription factor that may regulate key
developmental pathways known to promote tumorigenesis, In this study, we evaluated the prognostic
and predictive significance of EMX2 expression in MPRL

Materials and methods: Fifty surgically resected MPM specimenswers studied. Quantitative real-time RT-

ﬁz:":ﬁi'om FCR was used toanalyze EMX 2 mRMA expression, Asscoiati on of EMX2 levels with dlinical outcomeswas

M2 evaluated with wsing the Kaplan-Meier methed and a multivariate Cox proportional hazards regression
- model,

Progriasis

Results: EMX}2 expresson was significantly associated with IMIG stage (p< 0.001) and smoking history
{p=0.006), Cox hazard regression modeling identified low-EMX 2 expression as a negative prognostic
factar in progression-free survival by both univariate (p= 0.002) and multivariate analysis (p=0.002),
Kaplan-Meier analysis revealed significant differences in progression-froe survival between low- and
high-ENX expressing groups in all patients (p= 0,001, and also when groupsd by early (U stage dis-
ease (p<0.001), patients undergoing pleursctomy (p< 0001 and patients with an epitheliod subtype
{p< 0.004), Furthermore, EW2 expression predicted response to necadjuvant chematherapy. High-
EM2 expression was associated with decreased progression-free sundval after neoadjuvant therapy,
suggesting that induction therapy should be avoided in these patients,

Conclusions: EMX2 expression is downregulated in advanced cases of malignant pleural mescthelioma
and may serve as animportant prognostic and predictive molecular biomarker of progression-free sur-
vival.

Predictive marker
Progressian-fres survival
Crverall sureival
Mecadjuvant chemctherapy

@ 2014 Elsevier Ireland Ltd, All rights reserved,

1. Introduction

Malignant pleural mesathelioma (MPM) incidence is still grow-
ing, but little progress has been made to improve patient survival,
Prognosis remains dismal with a median overall survival of
between @ and 12 months (ma) from presentation [ 1.2].

* Corresponding author at: Thoracic Onealogy Program, Department of Surgery,
Helen Diller Family Comprehensive Cancer Center, University of California, San
Francisco, 2340 Sutter Street, Room M222, San Francisea, CA 4115, United Seates.
Tel: +1 415 476 B207; fane: +1 415 30267789,

E-ma address: biao he@ucsimedcirorg (B, Hel,

! These authors contributed squally.

hittp:/fdx. dod crg! 101 016]] lungean 2014.06.018
0129500212 2014 Elsevier Ir=land Ltd All rights reserved.

Several staging and scoring systems hawe been popularized in
recent years, like THM classification proposed by the International
Mesothelioma Interest Group [3-5] or the one proposed by Sug-
arbaker's group [6]. However, the existence of multiple staging
systems is confusing as no single system is currently accepted as
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the gold standard of staging [7]. In addition, these popular stag-
ing systems classify the majority of mmaors as stage 11, deaeasing
the prognostic and therapeutic utility of tumor staging for both
patients and providers [7]. Lastly, staging assessments musthbe per-
formed post-operatively as they rely on pathologic assessment of
hymph nodes and margins [7]. Because of the lack of major im prove-
ments bo comventional pathologic staging methods over the years,
there has been a recent call for molecular prognostic biomarkers
that improve staging as well as predictive biomarkers that improve
treatment decisions [7].

Recently, it has been shown that EMX2 (empty spiracles home-
obox 27 may play an important regulatory function in the ¥Wnt
pathway during development, EMX2 belongs to the homeobox
gene family whose members regulate morphogenesis and cell
differentiation during embrycgenesis by activating or repressing
target genes expression [8], EMX2 has important functions inneu-
ral development [8] by controlling the frequency of symmetric
divisions in adult neural stem cells [9], Homozygous EMX2 muta-
tions in mice lead to ectopic Wnit-1 expression in the developing
mammalian telencephalon resulting in cortical dysplasia [10], In
mammals, EMX2 alsocontrols reproduction by regulating endome-
trial cell proliferation [11].

Wehave recently demonstrated that EMX2 acts as a nowvel tumor
suppressor in lung adenocardnoma by regulating Wit signaling
pathway [12], This is consistent with other recent reports that
ENIXZ may have animportant regulatory functionin human tumors
[11,13,14], Based on these observations, we hypothesized that
ENI2 mmay serve as an important molecular biomarker in MPM,
In this study, weanalyzed EMX2 expression levels in patients with
MPM, We demonstrate that EMX2 expression is downregulated in
advanced cases of MPM and may serve as an important prognostic
and predictive molecular biomarker of progression-free survival
(PFS).

2 Materials and methods
21. Patients

MPM specimens were obtained from patients who undereent
surgical resection at the University of California, San Francisco
(UCSF) from 1999 to 2005 by consecutive sampling. The patho-
logic classification of cach sample was confirmed by review of
hematoeylin and eosin stained sections, Complete clinicopathol og-
ical information including age, gender, ethnicity, smoking status,
Eastemn Cooperative Oncology Group performance status (ECOG
PS5y, histological subtype, International Mesothelioma Interest
Group stage, sungical procedure, chemotherapy, radiation, recur-
rence, vital status, progression, overall survival (05) and PFS were
obtained from review of hospital medical records, 05 and PFS were
calculated as time intervals from the date of surgeny to the event,
Informed consent for all participants was obtained pros pectively,
and the study was approved by the Committee on Human Research
at LICSF,

22 Tissues and RNA extraction

MPM and adjacent normal tissue samples were collected at the
time of surgical resection, Samples were immediately snap-frozen
in liquid nitrogen and stored at —170°C before use, Total RNA
was extracted following a TRIEzol extraction protocol (Imitrogen)
and purified using RNeasy Mini Kits (Qiagen) per manufacturer's
instructions,

23 Reverse manscoription and guanditative reak-time PCR

cDMA synthesis and Tagman PCR were performed as previ-
ously described [15]. Hybridization probes and primers (ENXZ,

H=s09290005 m1; GAPDH, Hs00244574_m 1) were purchased from
Applied Biosystems (ABI). EMXZ expression was assayed in trip-
licate using an Applied Biosystems 7300 Real-time PCR System,
Geneexpression levels were normalized to the housekeeping gene
GAPDH for each sample, Gene expression was calculated as the
level of gene expression in each sample relative to the level of gene
expression in mixed adjacent normal pleural tissues derived from
11 patients using the comparative 2-24% method [ 15],

24, Immunohistochemis oy (IHC)

Standard protocol was used, Primary antibody used in the study
was rabbit anti-human EMX2 (1:400; Pierce), Five micron tis-
sue slides from tumnor tissue were de-paraffinized using xylene,
Heat-mediated antige nretrieval was performed using citrate buffer
(BioCenex Laboratories), Antibody staining was visualized with
DAB(Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) and hematozxylin
counterstain (Fisher Scientific), Representative fields were photo-
graphed using a Leica SCN400 slide scanner (Leica, Germany, and
examined for positive nuclear staining,

2.5, Seatistical analysis

Relative ENX2 expression was calculated for each patient, The
optimal papproach was used to define a cut-offvalue for high-and
lones-ENE2 expression, This approach chooses a cutoff value asso-
ciated with the lowest p abtained when comparing the high-risk
group with low-risk group, The differences in clinicopatholog-
ical variables between high- and low-EMX2 expression groups
were analyzed using a two-sided T-test and 2 test, Differences
in Kaplan-Meier survival curves were analyzed by the log-rank
test. Correlation betwoen EMX2 expression and the International
Mesathelioma Interest Group staging system (stage, primary site
(T and lymph node metastasis (N1) was analyzed by one-way
AMOVA and median test as well as a two-sided exact test, respec-
tively., Multivariate analysis with clinical coefficients and EMX2
expression was performed using Cox proportional haz ards model-
ing. Variables found to be prognostic by univariate analysis(p=0.1)
were entered into Cox proportional hazards models to estimate
hazard ratics (HRs), Statistical significance was defined as p < 0,05,
All statistical tests were two-sided. Statistical analysis was per-
formed using the IBMSPSSE Statistics software package, version 18,0
(PCh

3. Resules
3.1. Patient cohort

Fifty consecutive patients were operated for a MPM between
1999 and 2005 and included in the study ( Table 1) Twenty-four
patients received necadjuvant chemotherapy (MC) prior to surgi-
cal resection. PFS imedian) was 14.5 mo (£4.5). 05 (median) was
184 mo (£36]), There were 31 patients in the high-EMX2 expres-
sion group and 19 patients in the low-EMX2 expression group, Out
of the 8 non-epitheliod tumors, 4 were sarcomatoid and it was
found that 3 of the 4 had low EMX2 expression, When analyzed
by EMX2 expression subgroups, there was a statistically significant
difference in IMIG stage; of 18 patients withstage 1tumars, 15were
in the high-EMX2 expression group, vs only 3 in the low-EMX2
expression group (p=0043), In addition, there was a significant
difference in PFS according to the EMX2 expression level (17,6 mo
s 6.5 in the high- vs, 6.5mo in the low-EMX2 expression groups,
p=0001%

We used IHC to confirm EMX2 proteinexpressionsin 6 mesothe-
lioma tissues with either high or low ENE2 mREMA level. We found
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Table 1
Clinicopathokgical characteristics of malignant mesothelioma patisnts according o EMXZ expression
Factor Tedal High ERD{2 Low EMX2 pvalue
[N= 50} [N=131) [N=18)
Age {meanz 50 B5£ 9 (45-B4) 5710 B5x 9 (45-B4) kel
(54-81)
Gander Male female 419 615 154 o71s
Ethnizity Caucasian/other IEN2 247 1415 0714
ECOGRS a2 1230 aig1 1710 0,04
Emoking 4= 15124 L3110 14 ooy
Subtype Epithelizidl ather 42i8 2714 1514 0747
IMIG stage Vg LI&235 15123 oz 0043
Primary tumor [T) TITZITIT4 L& L1E113 oz 0154
Regicnal kkmph node (] NIFHINZ 3 5 2 12131471 03l
Surgical procedurs EPP/PLEFCWR/BID 1135722 23711 B2 0282
Chermotherapy MNCIPSC 24125 1815 &Ml 0459
Radiation {adjuwant) 4= 1518 54 oIE2
Recumence status 4= 12118 T 0&Fa
Vital status Alfwe/d=ad L3118 127 0322
Pragressicn +— 12119 109 0547
Oiverall surdival Meadian 05 time (mo) 2W04£57 7420 O0E7
Pragressicn fres survival Median PFS time [mia) 145245 17E£1559 B5£4] ool

ECOG PS5 : Eastern Cooperative Oncalogy Group Periormance Statas; IMIG: Internaticnal Mesothelioma Irterest Group; EPP: extra pleural pneumonsctomy; PLE: plaursctzmy;
OWR: chest wall rezsctian: BIO: biopsy; MC: necadjuvant chemotherapsy: PSC: pastsurgical chematherapy.

that the ENMXZ protein expression was consistent with its mREMA
level in those tissue samples (Supplernental Fig, 510,

32, Univariae analyses for 05 and PFS (Table 2)

In univariate analysis of 05, ECOG PS5 of 1-2 (HR=3.89,
p=00167 and non-epithelioid subtype (HR=2,91, p=0,038) were
significantly associated with decreased 05, Low-EMX2 expres-
sion (HR=232, p=0087) and pleuractomy (HR =244, p=0056)
trended towards decreased 05 while female gender trended
towards increased 05 (HR=021, p= 0.095), In univariate analysis
af PF5, low-EMX2 expression (HRE= 5,89, p=0,002), non-Caucasian
ethnicity (HR=2.99, p=0,045), and ECOG PS5 of 12 (HR=1.91,
p=00028) were significantly associated with decreased PS5,
EMX2 cxpression was significantly associated with PFS both
when assessed as a categorical variable (high-EMX2 expression
HR= 0,176, p=0.002) or as a continuous variable (p=0,004)Table 2

3.3, Multivariate analysis for 08 and PFS

Multivariate analysis demonstrated that low-EMX2 expression
trended towards decreased 05 (HR= 2,617 (952C1; 0,974-7.035),
Table 31, Mo other dinicopathological characteristics were found
to be associated with 05, Both low-ENX2 expression (HR=3,543
(95ECE 1.112-11.287), p=000) and non-Caucasian ethnicity
(HR=27&(95%0: 1-7.618), p=0.048 hwere significantly associated
with decreased PFS( Table 3},

34, Association of EMXZ expression with dinfcopachological
characteristics

IMIG stage was significantly associated with EMX2 expression
(ANOVA, p<0.001) (Fiz. 1A), as turmor size (ANCOWVA, p<0001)
(Fig. 1B Regional lymph node status was not associated with ENX2
expression (p=0,262) (Fig, 1C), In 40 patients for whom smoking
status was known, patients without a smoking history had signifi-
cantly higher EMX2 expression (p=0006) (Fiz. 1D,

Paired normal and turmor tissues were available in 11 patients,
Comparison of relative EMX2 expression demonstrated signifi-
cantly decreased EMX2 expression in tumor samples compared
to their paired normal controls, These differences were found to
ke statistically significant when analyzed by both paired samples

Table 2
Univariate analysis of owerall survival and progressicn-free surdval.

Dwerall survival Prograssion fres survival

palus Hazard ratio pvalue Hazard ratio

Age (average=56x9]

=6E/~55 11145 0508 11112
Cender

Male/ f=male 0ae 1021 0523 1102
Ethinicity

Caucasian/cther 0241 1152 0045 V254
Smoking

Yesina 0153 1/0AB 0544 a7
BOOG FS

oi+2 aoe 1328 00028 11141
Surgical procsdure

EPP/PLEICWRIBID 0056 Q24400 032 L571.1aian
IMIG staging syst=m

1+2/3+4 0,181 111754 0,794 11114
Primary tumar (T}

TI+T2T3+T4 0241 1153 a.7a3 11114
Regional bymph node

M-+ as1e 17113 0558 11131
Subtyps

Epithelicid/cther 0028 1ize1 0245 11114
Nea-adjuvant chemotherapy

Yesina 0423 1/1.14 0.254 11osa
Adjuvant chemotherapy

Yesina 0143 1047 0207 11157
Radiation therapy

Yesina 0,395 Hn i) 0.785 110a3
EMX2 expreszion

High/low Q087 1232 0002 1Y)

ECCS P5: Eastern Cooperative Oncclogy Group Performance Stanas; IMIG: Inter-
national Mesothelioma Inezrest Group; EPP: extra pleural pneumonectomy; PLE:
pleursctomy; OAR: chest wall resection; BIO: bicpsy; N—, lymph node metastasis
negative; N+, lymph nods metastasis positive,

test (p=0.005) and related-samples Wiloocon signed rank test
{p=100004){ data not shown),

35, Association of EMX2 expression with FFS by Kaplan-Meier
analysis

The logarithm of relative EMX2 expression values in tumors
ranged from - 165 to 3,50 (mean S0; -0,03 £0,14, median
value; —0,09) and demonstrated a bimeodal frequency distribu-
tion (Supplemental Fig. 5240 High- and low-EMX2 subgroups
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Table 3

Multtvariare anatysis [(Cox regression hazard madel] for overall surdval and progression-fres survival,

Factor B=ia Standard ermorof beta Wald o value Hazard ratio 95% Ol for hazard ratic

Lovwesr Upper

03 Lovw EMX2 05s2 0505 163 0osy 2817 0574 F035
Py Ethnicil.}-_nun-l::u:uim 105 DELE 1342 004z 2.?'5 1 TE18
L EMN2 13E5 0591 4578 0oz 3543 1112 11287

‘Wald: Wald statistics for bogistic regression algorichm; 935001 95% confidential inkzreal.

were defined by relative EMX2 expression, The cuteff value for
logarithmic EMX2 expression was defined as —047 to achicve
a minimum p-value when comparing PFS between high- and
low-EMX2 expression groups by log-rank test, Median PF5 was
268 mo (64 in patients with high-EMX2 expression vs, 74 mo
{£1.2) in patients with low-EMX2 expression (p=0001) (Fiz 28}
To confirm that this difference was not an artifact of the cutoff
pointdetermined by the optimal p ap proach, patients were divided
into three groups according to ERME2 expression using the 34th
percentile (logl 0f ENMX2 expression = —0,60%, and 66th percentile
(logl O{EMH2 expression)=052 ) Kaplan-Meier analysis demon-
strated significant differences in PFS bebseen low- (log 10{EMX2
expression)< —060), intermediate- (060« log I WEMX2  expres-
sion)<0,52), and high- (loglWEMX2 expression)=0,52) EMX2
expression groups (p=0,001)( Supplemental Fig, 52B),

There was no statistically significant difference in PF5S in our
study cohortwhe n patients were grouped either by individual stage
or by ecarly (stage 1111 vs, late (stage 11V disease (Supplemental
Fig. 820 ENX2 expression among early stage ({11 patients was,
howaever, associated with PFS, Low-EMX2 expression in patients
with stage I/1l disease was assocated with decreased PFS (median
PFS=48< 3.1 ma) when compared to high-EMX2 expression in
patients with stage I/l disease (median PF5=26.8 £ 66 mo), This
difference was statistically significant by log-rank test (p <0001,
Fig 2B). There was nostatistically significant difference in PFS asso-
ciated with EMX2 expression in stage TV patients.

When analyzed by histological subtype, EMX2 expression
was significantly associabed with PFS in patients with epithe-
liid tumors (n=421, Median PF5S was 268 mo (£6.4) vs. T4 mo
(=12} in tumors with high-vs, low -EMN2 expression, respectively

ol P<0.001 5] P <0.001
- - E -
B 3.0 2
- W
] o
E =
B L L] B 2o
o ]
= ol
o o~
= Lo 1.0
g : |
- - -
& 3 o |
=] 1=
8
oy =10
=2.1¥ T 1 1 1 -Lr
1 ] 1] I Tl T2 T3 T4
IMIG stage Primary Tumaor {T)
an P=0.262 a0 P = 0.006
C] ]
E E a0
E E
F
E E 1o --
= 2
Ly} r
»
L = 4
i = Lo
=1 =
E RS ek
= S
=34F] | -1
=2 T 2.0 ¥ -
N- N+ o Yes
Regional Lymph Naode (N} Smoking History
Fig. I. EMX2 expression according to clinicopathelogical factors, (A} IMIG stage 1, I, 1, and [V, (B Tumsar size classified by IMIC primary tumer (T facter T, T2, T2 and T4,

L3 IMIC regicnal lymiph node status [N+: lemiph nede mecaseasis posithes, N—; lemiph node metascasis negactes ), (D) Smoking history, p values were calculaesd by ANCWVE

(& and Bl and 2-sided exact test (C and D), respective by,
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(p=0,001), When analyzed by type of surgical procedure, ENME2
expression was significantly associated with PFS in patients who
underwent pleurectomy (n= 300, Median PFS was 268 mo (£5.3)
vs, 7.2mo (£12) in tumors with high- vs, low-EM¥2 expression,
respectively (p=0004, Fig 2, When these bvo subgroups were
combined, the median PFS of patients with epitheliod tumors who
underwent pleurectomy (n=31)was 268 mo (£54) vs. 138 mo
in patients with high- vs. low-EMX2 expression, respectively
{p=0.001, Fig. 2D},

36, EMX2 expression predicts survival after NC

Almost half of our 50 patient cohort received NC (n=24), The
cohort who did not receive NC (n=28) had more advanced (stage
IV turmors than the cohort who undersent NC (p= 0,002), High
EMX2 expression was found to predict response to MC, Patients
with high-EMXZ2 cxpression had worse PFS after MC (median
PF5= 177 £63 mo) than without NC {median PF5=42.6 £ 0mao,
p=00054) (Fig, 3A4). Similarly, among patients who did not receive

M, PFS was significantly improved in patients with high-EMX2
expression (median PFS=426£0mo) ws, low-EMX2 expression
(median PF5=7.4 £ 2 6 mo, p=0.001)(Fiz. 3B} In contrast, patients
with low-EMX2 expression had equivalent survival with and
without NC { median PFS= 13.8£0mo, vs, 742 27 mo, respec-
tively, p=0.572) (Fig. 3CL In addition, in the cohort of patients
whao received MO, there were no significant differences in high-
vs, low-EMX2 expressing tumors ( median PFS= 138 £0ma, vs.
17.7 £ 6.3 mo, respectively, p= 0203 (Fz. 3D).

4. DHiscussion

The homesdomain containing EMX2 was identified in the
10g925,3-q26,1 endometrial cancer deletion interval by expressed
sequence tag (EST) database searching [ 17 | In embryonic devel-
apment, EMEZ plays an important role in neuroblast proliferation,
migration and differentiation [ 18], In adult tissues, expression was
demanstrated to be abundant in postmenopausal endometrium
but low in premenopausal  endometrium, endometrioid
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Fig 2. Kaplan- Meier analysis of progressicn-free survival by EMX2 expression with and without neoadjivant chemotherapy. (A} Progression-free survival [PFE]in patients
with high-EMX2 expression with and without neoadjuvant chemetherapy. (B PFSin patients without nesadjuvant chemotherapy treatment by EMX2 expreszion level, ()
PF in pariencs with low-EMN2 expression with and without chemocherapy. (D) PFS in patients with necadjuvant chemotherapy by EMX2 sxprassion level.

adenocardnomas and endometrial cancer cell lines [ 13], These
observations suggested that EMMX2 may not only regulate cell
proliferation, butmay also function as a tumor suppressor in solid
tumors, These functions are similar to described functions of other
homeobaoo genes in both oncogenesis as well as normal embryonic
development [ 19,20], Recent work in our lab demonstrated that
ENXZ is a tumor suppressor and novel prognostic biomarker in
non-small cell lung cancer [ 12], To our knowledge, this is the frst
investigation of the rale of EMX2 in MPRM, We found that EMX2
expression was not only downregulated in turmor vs, adjacent
normal tissues, but alse inversely correlated to IMIC stage, Our
observations are consistent with previous demonstrations that
homecbox genes expressed in diffierentiated tissues are often
downregulated in cancer progression {200,

By univariate, multivariate, and Kaplan-Meier analyses, EMX2
expression was significantly associated with PFS, Inorder to ensure
that the association between EME2 expression and PFS was not

due to an artifact of the cut-off point chogen by the optimal p
method, three new EMXZ expression groups were defined using
the 34th and G6th percentile as cut-off points. Kaplan-Meier anal-
wsis again demonstrated significant differences in PFS between
these groups, suggesting that overfitting was not responsible for
our observations, Further assurance came from the observation
that EMX2 expression was also significanthy associated with PFS
when assessed as a continuous variable, Evaluation of the cor-
relation between EMX2 expression and PFS in separate stage
I and stage NIV patient cohorts suggests that earlier stage
patients may be driving the differences in PFS seen in the over-
all cohort, Importantly, statistically significant differences in PFS
were not demonstrated by classifying patients either by individual
or grouped (stage 11 ws, NIV disease, This indicates that ENMX2
expression derives its prognostic power independently and not
merely by serving as a surrogate marker of tumor stage, Addition-
ally, this demonstrates how EMX2 expression is able to predict
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meaningful outcomes as a molecular prognostic biomarker in a
patient cohortinwhich conventional staging methods are not infor-
mative,

Recently, theuse of MCin MPM has become common, but has not
definitively been shown to offer 3 survival benefit [21-23], Multi-
center phase Il trials using MC in the contextof rimodality therapy
showed feasibility and reasonable long-term survival rates [24],
Importantly, however, NC also appeared to affect compliance with
surgery and radiation therapy, highlighting the need to identify
which patients might benefit fram MC, Three consecutive phase
Il trials using different chemotherapy agents revealed no assoda-
tion betw een objective tumor res ponse and European Organiz ation
for Research and Treatment of Cancer Prognostic Score (EPS) [25].
In our study, high ENX2 expression was found to be predictive
af PFS after MC: among patients who received MO, patients with
high-EMX2 expression had significantly worse PFS, Besides, high-
EMXZ expressing patients who did not receive NC had better PFS
than lowr-ENIXZ expressing patients, These observations suggest
that high-EMX2 expression identifies a cohort of patients unlikely
to benefit from MC and in whom such induction therapy should be
avoided.

Qur study has sewveral limitations, Similar to previous studies
based on MPM tissues, our power bo make statistical inferences
was limited by a modest sample size due to the rarity of MPM,
Second, although assessment of EMX2 as a continuous variable by
univariate analysis still demonstrated significant correlation with
PF5, and although data was repartitioned according to percentile
and still found to be statistically significant by Kaplan- Meier anal-
ysis, it is still possible that use of the optimal p method to select
an expression cut-off point may have resulted in data overfitting,
Ideally, our cohart would have been large enough to divide into
separate training and validation groups, This would be a valuable
area of future research as a larger cohort of MPM samples becomes
available, Lasthy, as this was a retrospective study, we are aware
that patients receiving MC underwent different treatment regimens
which may have biased the results, It may be angued, however, that
this kind of bias would most likely be manifested as a regression
to the mean, meaning that EMX2 expression would not be able
to predict a difference in survival after NC, The observation that
high-EMX2 expression is actually predictive of decreased survival
after MC suggests that this type of bias from assessing different
treatment regimens as a single variable is less likely to explain our
ocbservations,

In conclusion, our study demonstrates that ENDXZ expres-
sion is downregulated in advanced cases of MPM and may
serve as an important prognostic and  predictive molecular
biomarker of PF5, The successful use of molecular biomarkers
in breast oncology [26] provides hope that further research into
EMX2 and other potential prognostic and predictive biomarkers
will offer significant advances in the staging and treatment of
MPM.
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Statement of Translational Relevance

Sguamous cell carcinoma (SCC) is one of the major histologic subtypes of non-small cell lung
cancer (INSCLC), accounting for approximate 30% of NSCLC cases. Most current efforts on
prognostic and predictive biomarkers are being made to improve staging of adenccarcinomas.
Such studies for lung SCC with unique clinic-pathological and molecular characteristics,
however, are limited. Our study identified EMX2. a homeo-domain contaimng transcription
factot, as a putative independent novel prognostic marker for stage [ lung SCC patients, as well
as a novel predictive marker for adjuvant chemotherapy in stage IVIIIA lung SCC patients. Once
validated with large cohort of lung SCC patients. examination of EMX2 expression should
become a better and more meaningful stratification method for early-mud stage lung SCC

patients to benefit from adjuwvant chemotherapy.
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Abstract

Purpose: Squamons cell carcinomas (SCC) account for approximately 30% of non-small cell
lung cancer (INSCLC). Current staging methods do not adequately predict outcome for this
disease. EMX2 15 a homeo-domain-containing transcription factor known to regulate a key
developmental pathway. This study assessed the significance of EMX2 as a prognostic and
predictive marker for resectable lung SCC.

Experimental Design: Two independent cohorts of patients with lung SCC undergoang surgical
resection were studied. EMX?2 protein expression was examined by immunohistochemistry,
Western blot, or immunofluorescence. EMX2 expression levels in tissue specimens were scored
and correlated with patient outcomes. Chemo-sensitivity of lung SCC cell lines stably transfected
with EMX2 shBINAs to cisplatin, carboplatin, and docetaxol was examined in vitro,

Results: EMX2 expression was down-regulated in lung SCC tissue samples compared to their
matched adjacent normal tissues. Positive EMX? expression was significantly associated with
mproved overall survival in stage I lung SCC patients, and i stage IDTIIA lung SCC patients
receiving adjuvant chemotherapy. EMXZ expression was also asseciated with expression of
EMT markers in both lung SCC cell lines and tissue samples. Knock-down of EMX2 expression
in lung SCC cells promoted chemo-resistance and cell migration.

Conclusions: EMX2 expression is down-regulated in lung SCC and its down-regulation i3
associated with chemo-resistance in lung SCC cells, possibly through regulation of Epithelial-to-
Mesenchymal Transition (EMT). EMX2 may serve as a novel prognostic marker for stage T lung
SCC patients and a prediction marker for stage IIIIIA Iung SCC patients receiving adjuvant

chemotherapy.
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Introduction

Lung cancer is the most commeon cancer worldwide and the leading canse of cancer-related
mortality (1). Approximately 85% of newly diagnosed lung cancers are non—small cell lung
cancer (NSCLC). Adenocarcinoma and sguamouns cell carcinoma (SCC) are the most frequent
histologic subtypes. accounting for 50% and 30% of NSCLC cases, respectively (2). Despite
advances in our knowledge on lung mmer biology and improvements in surgery, radiotherapy
and chemotherapy, we have made liftle impact on the overall survival rate of NSCLC patients in
the past 30 years, indicating that owr current staging methods are not adequate in predicting
outcome (3). Current efforts on prognestic and predictive biomarkers are being made to improve
staging of lung cancers, mostly adenocarcinomas (4-20). However, such studies for lung SCC are
limited (21-23). Thesefore, there 15 an vrgent need to wdentfy novel prognostic/predictive
markers for lung SCC. which has unique clinic-pathological and molecular characteristics.
EMXZ (empty spiracles homeobox 2). a human homologue of the Drosophila empty
spiracles gene (ems). 15 shown to regulate the Wat pathway during development. The homeobox
gene family encodes transcription factors, regulating morphogenesis and cell differentiation
during embiryogenesis by activating or repressing the expression of target genes (24). In addition
to its important role in embryologic development. several studies suggest that EMX2 may be
invelved in human tumorigenesis (23-28). More recently. we have demonstrated epigenetic
silencing of EMX2 expression in lung adenocarcinomas and its association with poor clinical
outcomes in early stage lung adenocarcinoma patients (29, 307 In this study, we hypothesized
that EMX2 might also serve as a novel prognostic and/or predictive biomarker in lung SCC. In
addition, lung SCC tends to be locally aggressive (31). Epithelial to mesenchymal transition

(EMT) enables cancer cells to invade surrounding tissues and generate distant metastasis (32)
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and has been shown to be associated with poor prognosis and chemo-resistance in different
tumor models (33-35). In this study, we also investigated possible regulations between EMX2

and EMT in lung SCC.

Materials and Methods

Patients. Patients with stage [-IIIA lung SCC vndergoing complete pulmenary resection and
systematic node dissection of the hilar and mediastinal lymph nodes at the Cancer Institute and
Hospital of Tianjin Medical University (Cohort-1, 177 patients from 2004 to 2007) and Beijing
Tumor Hospital (Cohort-2, 42 patients from 1995 to 2000) were entered into the study (Table 1).
16 matched pairs of lung SCC and their adjacent normal fissue specimens were banked at the
time of surgical resection at the University of California, San Francisco (UCSE). Patients
receiving neoadjuvant chemotherapy or radiation therapy, or having a second primary cancer
diagnosed within 5 years, were excluded from this study. Pathology of each patient was
diagnosed by two certified pathologists. TNM staging was performed according to the
International System for Staging Lung Cancer pathologic classification system *! Information on
clinical variables and patient follow-up was extracted from prospectively maintained patient
database. Adjuvant chemotherapy used to treat patients with lung SCC were vinorelbine,
paclitaxel, or gemecitabine plus carboplatin or cisplatin for the Cohort-1, and vinorelbine,
cyclophosphamide. or doxorubicin plus cisplatin for the Cohort-2. The primary endpoint was
overall survival (OS] with the time range from 3 to 84 months. Patients consented to tissue

specimen collection prospectively, and the study was approved by the Research Ethics
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Committee of Cancer Institute and Hospital of Tianjin Medical University, Beijing Cancer

Hospital, as well as the University of California. San Francisco Institutional Feview Board.

Immunohostochemistry (IHC). Standard protocol was used. Primary antibodies used in the study
included rabbit anti-human EMX2 (1:400; Pierce), rabbit anti-human E-cadherin (1:200; Cell
Signaling). mouse anti-human B-catenin (1:200; Millipore). Five micron tissue slides from tumor
and adjacent normal lung tissue were de-paraffinized vsing xylene. Heat-mediated antigen
retrieval was performed using citrate buffer (BioGenex Laberatories). Antibody staimng was
visualized with DAB (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) and hematoxylin counterstain
(Fisher Scientific). Representative fields were photographed using a Leica SCN400 slide scanner
(Leica, Germany), and examined for positive nuclear staining. The mean number of positive cells

in each tumor and matched normal tissue sample was compared vsing a fwo-tailed paired t-test.

Cell Cultwre. Lung SCC cell lines (H1702 and H2170) were purchased from American Type
Culture Collection (ATCC). Both cell lines were cultured in EPMI 1640 (Life Technologies)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). pemicillin (100 IU/ml)/streptomyvein (100

ug'ml) at 37°C in a humid incubator with 5% CO,.

Trangfection and RNA Interference. peDNA 3. 1/EMX2 mammalian expression-vector was
subcloned from pCMVE-XLSEMX2 vector (Origene). EMX2 shRINAs and control (non-
silencing) shRINA (all are in pRFP-C-RS vector) were purchased from Origene. The targeted
EMX2 sequences are: 3 -TCAAGCCATTTACCAGGCTTCGGAGGAAG-3 and 3°-
CEGTGGAGAATCGCCACCAAGCAGGUGAG-3 . Cells were plated 11 six-well plates with
fresh media without antibiotics for 24 hours before transfection. Transfection was performed

using Lipofectamine2 000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Transfected
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cells were then re-plated in 10 cm dishes for selection with G418 (300 pg/ml; Invitrogen). Stable

transfectants were maintained in regular medinm with G418 (200 pg/ml) for further analysis.

Western Blot. Standard protocol was used. Total proteins were isolated from tissues and cell lines
using T-PER and M-PER. Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors and pre-cleared vsing centrifugation, followed by measuring
protein concentrations using the bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay kit (Pierce). Primary
antibodies used were anti-human EM32 (IN-15) (1:500; Santa Cruz) and anti-human E-cadherin
(1:200; Cell Signaling). 40 ug of proteins were loaded in each lane and equal protein loading was

confirmed with probing for f-actin expression.

Proliferation Asray. CellTiter 96 Aqueons Proliferation Assay Kit (Promega) was used to
determine cell proliferation according to the manufacturer’s protocol. The assayvs were performed
in triplicate after 5= 107 cells/well were plated into 96-well plates and treated with cisplatin,

carboplatin or docetaxol at different doses for 72 hours.

Migration Assay. Cells were prepared in 6-well plate and wound was created by manually
seraping the cell monolaver with a p-200 pipet tip. Cells were then incubated for 48 hours before

images were acquired through a light microscope.

Immungfluorescence Staining. Cytospin preparations of cells (5= 10° cells/ml) were obtained on
glass shides pretreated with polv-d-lysine by centrifungation at 1400 rpm for 3 min. Cells were
fized with 4% paraformaldehyde for 10 mun at -QUGC: permeablized with 0.3% Triton X-100 for
10 min and blocked in 10%FBS/PBS for lhour at room temperature, followed by overnight
ineubation with primary antibodies (anti-EMX2 (1:400; Pierce). anti-E-Cadherin (1:200; Cell

Signaling) and anti-f-catenin (1:100; BD)) at 4%C. After wa shing with PBS, cells were incubated
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with secondary Alexad88-conjugated IgG for 1 hour at room temperature. Slides were mounted
in VectorShield mounting media with DAPT (Vector), and images were acguired with a Leica

SCN400 slide scanner (Leica) and analyzed voder 200% magnification.

Stafistical Analysis. The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival (O8).
Differences in survival between the low-1isk group (positive EMX2 THC staining) and high-nisk
group (negative EMX2 THC staining) were analyzed by log-rank test. The associations between
EMX2 posttive/negative stamning and discrete clinieal factors were analyzed by the t-test,
ANOVA with Benferroni/Dunn test, Mann-Whitney’s U-test for variables with two-categories,
and the Kruskal-Wallis test for variables with more than two categories. All analyses were done
using the SPSS software package, version IBM SPSS Statistics 18.0. All reported p-values were

tovo-stded. A p value of 0.03 or less was considered to be significant.
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EResults

EMX2 expression s dewn-regulated in Inng $CC. We first examined EM3X2 protein expression
by Westetn blot 1n 16 patients whe had pasred lung SCC as well as matched adjacent normal
tissue banked at the time of surgical resection at UCSE. §2.5% (10 of 16) of lung SCC specimens
had less EMX2 protein expression than their matched adjacent normal tissues (Fig. 1A). We also
examined EMX2 protein expression by IHC 1n the same 16 lung SCC specimens (Fig. 1B shows
examples of [HC staining of the first set of 4 pairs of tissue samples shown Fig. 1A). We
observed nuclear localization of EMX2 1n those specimens and found EMX2 protein down-
regulation in the tumor tissues when compared to their matched normal tissues, consistent with

our Western blot results.

EMX2 expression is associated with improved survival in stage I Iung SCC patients. We next
assessed EMI2 protein expression by IHC using tissue arrays of lung SCC specimens (clinical
characteristics of the patients were summarized in Table 1). EMX2 staining was scored (0 for
negative and 1-3 for positive) by a patholegist under microscope. None of the 91 stage I lung
SCC patients in Cohort-1 received necadjuvant chemotherapy before surgery. Kaplan-Meier
analysis using Cox proportional hazards modeling demonstrated a strong association between
EMX2 protein expression and overall survival in stage [ lung SCC patients (Fig. 2). Overall
swrvival was significantly better in the patients with positive EMX2 staining compared to those
with negative EMX2 staining (p < 0.001; the median survival: not reached (EMX2 positive
group) vs. 42 menths (EMX2 negative group)). A statistically significant difference in overall

swrvival was not observed in stage IVIIIA lang SCC patients (p = 0.755) (data not shown).
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EMX2 expression is assoctated with improved survival in stage IITIL4 Iung SCC patients
receiving adfuvant chemotherapy. Approximately 65% (56 of 86) patients with stage ILTIIA
lung SCC in Cohort-1 recerved adjuvant chemotherapy after surgical intervention (Table 1). To
wmvestigate whether ENMI2 expression could predict benefit from adjuvant chemotherapy, we
analyzed [HC staimning of EMX2 in these stage ILTIIA lung SCC specimens of Cohort-1. In the
patients with positive EMX2 staiming. we found that overall swvival for the patients who
received adjuvant chemotherapy was significantly better than that for patients who did not (Fig.
3A: S-year 050 36.8% vs. 5.6%; p=0.013). In the patients with negative EMX2 staining,
however, overall survival did not differ between those who recetved adjuvant chemotherapy and
those who did not (Fig. 3B: 5-year 08: 42.1% vs. 25.0%; p = 0.475). Moreover, we validated
our observations in an independent cohort of stage IIIIA lung SCC patients (Cohot-2) ina
double-blinded manner. In the patients with positive EMX2 staining of Cohort-2, overall survival
for the patients who received adjuvant chemotherapy was alse significantly better than that for
patients wheo did not (Fig. 3C; 3-year OS: 27.8% ws. 0%; p = 0.023). In the patients with negative
EMZX2 staining of Cohort-2, no difference in overall survival was observed between those who
received adjuvant chemotherapy and those who did not (Fig. 3D; 3-vear O5: 8.3% vs. 0% p=

0.877).

Enacl-down of EMX2 expression promotes chemo-resistance in lung SCC cells. To examine
roles of EMX2 in chemotherapy in lung SCC. we established stable lung SCC cell lines after
transfection with two different EMX2 shRNA constructs and subsegquent G418 selection, and
confirmed down-regulation of EMX2 expression in these stable transfectants (Fig. 44). Next we
treated these stable lines with three chemo drugs that are commenly used for the treatment of

lung cancer, cisplatin, carboplatin, and docetaxol. respectively. We found that down-regulation
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of EMX2 expression by shENA made H1703 and H2170 cells significantly mere resistant to all
three chemo treatments compared to the control cells stably transfected with a non-silencing
shEMNA construct (Fig. 4B). These results support our observation that EMX2 is asscciated with

mmproved survival in lung SCC patients receiving adjuvant chemotherapy (Fig. 3).

EMX2 may regulate Epithelial-te-Mesenchymal Transitien (EMT) in lung SCC. EMT has
been shown to be associated with poor prognosis and chemo-resistance in different tumor models
(33-35). Our data demonstrated that EMX2 was down-regulated in lung SCC and this down-
regulation was associated with chemo-resistance in lung SCC cells. Therefore, we decided to
examine whether EMX2 was associated with EMT in lung SCC. Interestingly, we cbserved that
hallmarks of EMT E-Cadhberin and the membrane-bound f-Catenin were significantly down-
regulated when EMX? expression was silenced by shBINAs in lung SCC cells (Fig. 3A). On the
other hand, transfection of EMX2 ¢DINA nto lung SCC cells resulted in vp-regulation of the
membrane-bound B-Catenin in the cells over-expressing EMX2 (Fig. 5B). The association
between EMX2 and EMT was also confirmed by cell migration assay with lung SCC cells stably
transfected with two different EMX2 shRINA constructs. We observed that cell migyation was
significantly promoted when endogenons EMX2 expression was silenced by the shENAs in
these cells (Fig. 5C and D. p < 0.001). Moreover, expression analyses of EMX2, E-Cadherin and
membrane-bound B-Catenin in 129 lung SCC tissue samples in Cohort-1 revealed that EXM2
expression was positively correlated with that of E-Cadherin (p = 0.009) and membrane-bound
p-Catenin (p = 0.000) in these lung SCC specimens examined (Fig. 6). Taken together. these
results suggest, for the first time, that EME2 may play an important role as a novel regulator of

EMT in lung SCC.
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Discussion

For decades. homeobox genes have been known for its impostance in development. Wonetheless,
the study of these genes duning oncogenesis 13 still in its infancy. Aberrant homeobox gene
expressions have been reported in several types of cancers (36, 37), suggesting the significant
role of homeobox genes in oncogenesis. However, fundamental questions still need to be fully
addressed, such as the molecular mechanisms that drive the aberrant expression, and downstream
targets and signaling pathwavs that promote cncogenesis, etc. As a part of the efforts to
mvestigate roles that homeobox genes play in oncogenssis, our group and collaborators have
recently identified EMX2, one of the homeobox gene family members, being epigenetically
down-regulated and serving as a putative novel tumor suppressor in lung adenocarcinomas and
gastric cancer (28-30). In the present study, we investigated whether EM32 was also down-
regulated and what roles it might play in human lung SCC.

Our results demoenstrated a significant decrease in EMX2 expression in primary lung
SCC tissue samples when compared to their adjacent normal tissues, similar to that observed in
lung adenccarcinomas (29). Moreover. when we correlated the EMX2 expression levels with
patient clinical cutcomes, we found that positive EMX2 expression was significantly associated
with improved overall survival in stage I Lung SCC patients who received surgery. but without
either nec-adjuvant or adjuvant chemotherapy. This result sugzests that EMX2 is a putative
independent novel prognostic marker for stage [ lung SCC patients. This is also consistent with
previously published studies in which prognostic markers are better predictors of suwrvival in
early-stage vs. late stage WSCLC (10, 11. 14, 20). Together with our observations that high

EMX2 expression levels were significantly associated with improved overall survival in easly
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stage lung adenocarcinomas (30), it appears that EMX2 may play sumilar roles in both subtypes
of hmman NSCLC.

We also performed a double-blinded correlation analysis of EMX2 expression in two
independent cohorts of stage ILTIIA lung SCC patients with or without adjwvant chemotherapy.
Interestingly, patients with positive EMX2 staining significantly benefited from adjuwvant
chemotherapy in both groups. In contrast. patients with negative EMX2 staining did not benefit
from adjuvant chemotherapy. This result suggests that EMX2 may serve as a novel predictive
marker for adjuvant chemotherapy in stage [LTILA lung SCC patients. To support our finding, we
demonstrated the increase in resistance of lung SCC cell lines to routinely used chemo dmgs by
down-regulating endogenous EMX2 expression via shEINA knockdown. Although our finding
was validated by two well-controlled independent cohorts in a double-blinded manner, one
limitation of this study is the number of patient samples analyzed. A larger number of patient
samples need to be examined to further validate the role of EMX2 as a novel predictive marker
for adjuvant chemotherapy in lung SCC patients. Onece confirmed, a prospective multi-center
clinical trial would be the next logical step to provide more complete support for its clinical
utility to better stratify early-mid stage lung SCC patients for benefits from adjuvant
chemotherapy. Nevertheless, our results demonstrate, for the first time. the prognostic and
predictive significance of EMX2 expression in lung SCC, suggesting exigencies for finding
reliable prognostic and/or predictive markers for lung SCC. Becaunse clinical evidence has shown
that adjuwvant therapy could be beneficial even for early-stage WSCLC, more meaningful

stratification 13 necessary after surgical resection.

The biological mechanisms nnderlying the functional role of EMX2 as a prognostic and

predictive marker 1 lung SCC biology are still unclear. Because EMT 1s known to enable cancer
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cells to invade surrounding tissues and generate distant metastasis (32), and has been shown to
be associated with poor prognosis and chemo-resistance in different tumor models (33-33), it is
temipting to speculate that EM3X2 i35 involved m the regulation of EMT in lung SCC. Indeed, we
observed that EMX2 expression was significantly associated with expression of several EMT
markers in both lung SCC cell lines and tissue samples. In addition. shEINA knoclkdown of
endogenous EMXD expression i lung SCC cells promoted cell migration and down-regulated
the EMT markers, while over-expressing EMX2 up-regulated the EMT markers. Whether ENMX2
directly or indirectly regulates expression of the EMT markers in lung SCC still needs to be
elucidated. While silencing EMX2 has been suggested to aberrantly activate Wat signaling in
lung adenocarcinoma (29) and some EMT markers are downstream targets of Wt pathway, such
as E-cadherin (38), we postulate that Wit signaling may play a role in mediating ENMX2 function

in the regulation of EMT in lung SCC.
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Figure Legends

Figure 1. EMX?2 is down-regulated in lnng SCC tissue samples. (4) Western blots of EMX2
protein expression in sixteen matched pairs of lung SCC tissue samples. Actin serviced as a
loading control. (B) IHC staining of EXM2 expression in matched pairs of lung SCC specimens.
The four pairs of tissue samples shown were from the same patients as shown in the first row of

Western blot in panel A

Figure 1. EMX2 expression is associated with clinical outcomes in patients with stage I Iung
SCC. Kaplan-Meier plot of overall survival by EMX2 expression in 91 patients with stage I lung

SCC in Cohort-1.

Figure 3. EMX?2 expression is associated with improved survival in stage IT-IITA lung SCC
patients receiving adjuvant chemotherapy. Kaplan-Meier plots of overall survival by IHC
staining of EMX2 in patients with stage II-IIIA luag SCC in Cohort-1 (panels A and B) and

Cohort-2 (panels C and D).

Figure 4. shENA knock-down of EMX2 expression promotes chemo-resistance in lung SCC
cells. (A) Western blots of EMX2 expression in lung SCC cell lines H1703 and H2170 stably
transfected with different EMX2 shENA constructs. Actin serviced as a loading control. (B) Cell
swrvival (*o) of stably transfected H1703 and H2170 cells after treatments with chemo drugs:
cisplatin at 12.5 b and 25 puM. carboplatin at 12.5 pM and 25 pM, and docetaxol at 1.0 uM
and 2.0 uM, respectively. Cell swrvival was determuned by MTS assays and measurements were
normalized to that of H1703 or H1270 cells stably transfected with a non-silencing shEINA

construct and treated with DMSO, which was set as 100%. Two-zided student’s t-test was
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performed between control shEIWNA and EMX2 shRNA lines. A p value of 0.03 or less was

indicated az *_0.01 or less as *%_ and 0.001 or less as %%

Figure 5. EMX2 may regulate EMT in lung SCC cell lines. (A) Immunofluorescence staiming
of EMX2 (red), E-Cadherin (green) and p-Catenin (green) in H2170 cells stably transfected with
control shENA or EMX2 shENAs. (B) Immuncflucrescence staining of EMX2 (red) and p-
Catenin (green) in H1703 cells transiently transfected with EMX2 ¢cDNA. Two representative
fields were shown where the transfected cells had dramatic co-upregulation of EMX2 and
membrane f-Catenin, compared to the non-transfected cells in the fields. DAPI (blue) was used
to stain nuclei of those cells for both panels (A) and (B). (C) Wound healing assays of lung SCC
H2170 cells stably transfected with EMX2 shBINAs. Representative pictures shown at day 1 and
day 2 were taken under a light microscope (2(100). (D) Quantification of the wound healing
assays. The migration distance of cells stably transfected with control shEINA was set as 100%.

A pvalue of 0.001 or less was indicated as ®%%.

Figure 6. IHC staining of EMX2 and EMT markers in lung SCC tissue samples. 129
specimens in Cohort-1 were available for staining for all three proteins: EM32, E-Cadherin and
p-Catenin. Two representative specimens with positive EMX2 expression (tissues 1 and 2,
labeled as High) and two representative ones with negative EMX2 expression (tissues 3 and 4,

labeled as Low) were shown.
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Table 1. Patient charactenstics and five-year overall survival (OS)

Characteristies
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RESUME

Le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) est particulierement chimiorésistant. Aucun
marqueur robuste de chimiorésistance n’a été validé dans ce type de cancer. Nous avons cherché a
décrire dans ce travail des marqueurs innovants de résistance a la chimiothérapie a base de platine
dans les CBNPC. Aprés avoir étudié les caractéristiques cliniques et moléculaires habituelles des
patients réfractaires a la chimiothérapie, nous avons étudié le role de la voie Sonic Hedgehog (Shh)
dans le CBNPC et son impact en termes de chimiorésistance. Nous avons ainsi montré que cette voie
de signalisation, connue comme liée aux cellules souches cancéreuses, est corrélée au caractere
réfractaire a la chimiothérapie. L'expression de Gli2 est associée a la progression tumorale, a la survie
sans progression et a la survie globale. Nous avons également démontré une corrélation entre
I'activation de la voie Shh et la transition épithélio-mésenchymateuse, qui est liée a I'agressivité
tumorale, le pouvoir métastasiant et la chimiorésistance. Nous avons aussi validé le réle de la voie Shh
dans la prolifération tumorale et la chimiorésistance dans un autre modeéle de cancer thoracique, le
mésothéliome pleural malin. Enfin, nous nous sommes intéressés a I'expression de hRARAC (
polymerase ll-associated factor 1 comp)dacteur suractivé dans les cellules souches cancéreuses et

lié & I'activation de la voie Shh. Nous avons montré que I'expression de hPAF1C est associée a un
mauvais pronostic et a la prolifération tumorale par interaction avec c-Myc. Ces résultats soulignent le
réle important de la voie Shh dans le CBNPC en termes de chimiorésistance et d’agressivité tumorale.

Mots-clés :cancer ; poumon ; chimiothérapie ; résistance ; Sonic Hedgehog ; Gli

SUMMARY

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is known to be chemoresistant. Few robust markers of
chemoresistance have been validated so far in this type of cancer. We have described in this work new
innovative markers of resistance to cisplatin-based chemotherapy in NSCLC. After the study of usual
clinical and molecular caracteristics of patients who were refractory to chemotherapy, we have then
explored the role of the Sonic Hedgehog (Shh) pathway in NSCLC and its impact in term of
chemoresistance. We have shown that Shh pathway, closely linked with cancer stem cells, was
correlated with the refractory property to chemotherapy. Positive Gli2 immunohistochemistry score
was associated with tumor progression et progression-free survival. We have also demonstrated a
correlation between Shh activation and epithelial-mesenchymal transition, known to be linked with
tumor aggressiveness, metastatic ability and chemoresistance. We have then validated the great role of
Shh pathway in tumor proliferation and chemoresistance in another thoracic cancer, known to be
chemoresistant, the malignant pleural mesothelioma. At last, the impact of ceancer stem cells on tumor
aggressiveness and prognosis has been demonstrated through the study of the expression of hPAF1C
(human polymerase l|l-associated factor 1 compldescribed as overactivated in cancer stem cells

and linked to Shh pathway activation. We have shown that hPAF1C expression was associated with
poor prognosis and with tumor proliferation through an interaction with c-Myc. These results
underline the major role of Shh pathway and cancer stem cells in SNCLC in term of chemoresistance
and tumor aggressiveness.

Keys words: cancer; lung; chemotherapy; resistance; Sonic Hedgehog; Gli
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