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Abstract en Francais

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie, il présente un pronostic vital
sombre, notamment du fait du peu d’options thérapeutiques disponibles pour les stades avancés. L’analyse
génomique des tumeurs a permis sa classification moléculaire en identifiant les principaux oncogénes et
suppresseurs de tumeurs impliqués dans son développement. Ces études ont également défini la diversité
des bases génétiques du CHC, et donc une importante hétérogénéité inter-tumorale. Mon travail de theése
aborde la question de 'hétérogénéité tumorale sous un angle différent : en me concentrant sur ’étude de la
coopération oncogénique et de I'hétérogénéité intra-tumorale fonctionnelle, j'ai mis en évidence une
hétérogénéité quantitative, qui a pour l'origine des variations de l'intensité du signal oncogénique, ce qui

influence les interactions de la cellule cancéreuse avec son microenvironnement.

Pour étudier la dynamique des populations cellulaires au cours de la croissance tumorale, nous avons
développé un modéle murin de CHC qui combine des injections intra-hépatiques et un suivi du lignage
cellulaire. Les allogreffes orthotopiques de cellules marquées génerent des tumeurs hépatiques dont la
croissance est analysée notamment en termes de composition clonale et d’invasion métastatique. Le
résultat principal de cette étude est la mise en évidence d’un avantage sélectif octroyé par un niveau
d’activation optimal d’une voie de signalisation majeure : la voie des MAPK Erk. L'intensité optimale de
cette signalisation est définie aussi bien par des mécanismes intrinséques de la réponse cellulaire (cell-
autonomous) que par des interactions avec le microenvironnement. L'analyse approfondie du stroma
tumoral, qui est différent pour la tumeur primaire et les sites métastatiques, m'a permis d'identifier les
cellules stromales qui seraient les médiateurs de la sélection clonale et de proposer les bases moléculaires
de mécanismes qui en seraient responsables.

Abstract en anglais

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary liver cancer. Its prognosis is poor, notably due to
limited therapeutic options for the advanced stages of the disease. Genome-wide analyses of human tumor
samples identified the common oncogenic drivers and allowed the molecular classification of HCC. They
also highlighted a complex genetic landscape of HCC, that results in extensive inter-tumor heterogeneity.
My thesis project was focused on another aspect of tumor heterogeneity: the study of oncogenic
cooperation and functional intra-tumor heterogeneity led me to discover quantitative subclonal differences
in the growing tumors. This quantitative heterogeneity originates from the variations of an oncogenic
signal intensity that modulates the interactions of cancer cells with their microenvironment.

To study population dynamics and intercellular interactions during tumor growth and dissemination, we
have developed a murine model of hepatocellular carcinoma that combines intrahepatic injection of cells
and lineage tracing. Orthotopic allografts of fluorescently labeled cells generate hepatic tumors, whose
growth was analyzed, notably in terms of clonal composition, invasion and metastasis. My results revealed
a novel aspect of clonal competition in a growing tumor, namely a selective advantage afforded to tumor
cells by an optimal intensity of activation of a major signal transduction pathway: the MAPK pathway. 1
showed that the optimal activation intensity, compatible with the tumor growth, is defined both by the
intrinsic, cell-autonomous mechanisms and by the interactions with the microenvironment. In-depth
analysis of the stromal component, which differs between the primary and the metastatic tumor locations,
allowed me to identify stromal cell types that appear to modulate the selection and to propose a model of
molecular interactions involved in this process.



Résumé grand public :
Francais

Le carcinome hépatocellulaire est le cancer du foie le plus fréquent. Son mauvais pronostic est en grande
partie du au faible nombre d’options thérapeutiques disponibles mais également a limportante
hétérogénéité de la maladie. En effet, méme une simple tumeur issue d’un seul patient est composée d’une
multitude de cellules, qui ne sont pas identiques — c’est ’hétérogénéité intra-tumorale. L’étude des
interactions entre cellules au sein de la tumeur est le theme principal de mon sujet de these. J’ai développé
un modele de tumeur du foie de souris qui représente 'hétérogénéité intra tumorale. J’utilise différentes
combinaisons de mutations génétiques et j’étudie leur impact sur le développement de la tumeur. J’ai
montré que la nature des mutations qui cause le cancer est importante mais que la force du signal qu’elle
transmet a la cellule 'est également. Initialement nous pension que le signal le plus important donnerais
lieu a des tumeurs plus agressives, toutefois il s’avere que ce n’est pas le cas. J’ai montré que pour une
défaillance cellulaire mene au cancer cela doit étre activé a la bonne intensité, auquel cas la cellule sera
éliminée. C’est un résultat intéressant, puisque cela ouvre la voie a des options thérapeutiques de
modulation de l'intensité d’un signal cellulaire pour combattre la progression tumorale.

Résumé grand public anglais:

Hepatocellular carcinoma is the most frequent liver cancer and a major public health problem. Its poor
prognosis is largely due to limited therapeutic options but also to the tremendous heterogeneity of the
disease. Not only are the tumors from individual patients different, but even a single tumor from any
patient is composed of a high number of non-identical cells — this is an intra-tumoral heterogeneity.
Studying cell interactions within the tumor is the main topic of my PhD thesis. I developed a mouse
model of liver tumorigenesis which recapitulates intra-tumoral heterogeneity. 1 studied the impact of
specific genetic mutations on tumor development and showed that while the nature of the mutation that
cause the disease is important, so is the strength of the signal that the mutation generates. Intuitively it
may appear that the highest signal intensity would give rise to the most aggressive tumors. This turns out
not to be the case. I showed that in order to cause cancer a cellular defect must operate within a narrow
range of intensity. If this is not the case the cell at risk of becoming cancerous will be eliminated. This is
an interesting result, because it might help to build a novel therapeutic strategy aiming at the modulation
of the strength of cellular signal in order to fight tumor progression.



Cette these est dédiée a mon pere qui a su éveillé ma curiosité et m’a incité a
chercher plus loin que ce qui est enseigné dans les classes. J espére avoir
accomplis la promesse qu’on s’ était fait avec Aurore et Alice apres ton déces :
te rendre fier.
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mon travail. Sa réalisation n’aurait en effet pas été possible sans les nombreuses personnes
qui m’ont accompagné au long de cette aventure. Je tiens donc a exprimer mes remerciements
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Merci au Dr Hélene Strick-Marchand d’avoir également accepté de consacrer de son temps a
la lecture et a la rédaction du rapport de cette these. Je tiens aussi a vous remercier d’avoir
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et qui m’ont accompagné au cours de ces quatre années. Merci au Dr Celio Pouponnot
d’avoir accepté d’évaluer mes travaux et pour son intérét et ses suggestions au cours de la
soutenance. Merci au Professeur Jean-Paul Borg pour avoir accepté de preésider le jury et
pour la bonne humeur et ’enthousiasme qu’il a apporté aux discussions. Enfin je tiens
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suite de ma carriere.
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contexte qui m’a permis de rejoindre 1'équipe du Dr Urszula Hibner en Septembre 2016. A
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heure apres le départ, nous nous retrouvons complétement a l’arrét sur [’autoroute a cause

d’un accident important qui bloquait complétement la circulation. Etant plutét prévenant



J avais prévu 3h de marge entre mon arrivée a l’aéroport et le départ de mon vol pour
Montpellier. Nous sommes toutefois restés immobilisé presque 2h sur [’autoroute, et ceci dans
un bus bondeé, sans climatisation et avec une température intérieure se rapprochant des 35°C.
A un certain moment, j’ai méme dii calmer ma voisine de siége qui commencait a suffoquer et
a pleurer a cause de la chaleur, cette derniere étant en effet peut habituelle pour les natifs de
Grande Bretagne. Je tiens tout de méme a remercier le sang-froid de la conductrice du bus
qui a fini par me déposer a [’aéroport 20min avant le départ de mon vol. Par chance, et peut
étre aussi grdce a ma condition physique de l’époque qui m’a permis de faire un sprint
monumental, je montais dans mon avion quelques minutes avant la fermeture des portes. Ma
Jjournée ne s arrétait cependant pas la, car dans [’apres-midi je devais rencontrer les équipes
dont j’avais présélectionné les sujets afin de décider lequel d’entre eux j’allais présenter au
concours. C’est en dernier et quelque peu épuisé par les péripéties de la journée et les
entretiens précédents, que je rencontrais Damien et Ula dont le sujet m’a tout de suite séduit.
En considérant [’état de fatigue dans lequel j’étais a ce moment-la, j'ai encore du mal
aujourd’hui a me rendre compte de comment j’ai pu étre assez convainquant aupres d’eux. Je
veux donc commencer par les remercier tous les deux de m’avoir fait confiance pour mener
ce projet. Merci a eux de m’avoir soutenu et accompagné pendant ces quatre années, Vous

formez un duo formidable qui se complete merveilleusement bien.

Ula, merci pour ton enthousiasme, ton engagement et ta bienveillance. Ta passion pour la
science et la recherche, que méme la retraite ne semble pouvoir arréter, a été pour moi une
continuelle source de motivation et d’inspiration. Tu m’as un jour dis que ta carriére
professionnelle tu [’avais passée a t’amuser. Tu as su me transmettre cet état d’esprit et je
suis ravi d’avoir pu passer ces quatre années sous ta direction. Si je devais choisir un
exemple qui illustre bien ton encadrement je choisirai cette journée difficile ou les lourdes
expériences réalisées s’étaient toutes soldées par un échec cuisant. Alors que je t’en faisais
part dans ton bureau, tu m’as fait remarquer a quel point je passais une trés mauvaise
Jjournée et tu m’as simplement conseillé d’aller prendre un verre avec des amis. Conseil que
je me suis empressé de suivre. Tu m’as alors appris a relativiser pour me concentrer sur la
résolution des problemes avec un esprit plus léger. J’ai aussi beaucoup apprécié toutes nos
discussions scientifiques ou non qui m’ont enrichies tant sur le plan professionnel que

personnel.

Damien, on en aura passé des heures de chirurgie dans cette petite piece exigué et sans

fenétres | Sans ton aide je serai probablement encore en train de recoudre une souris plutot



que d'écrire ces quelques lignes. Malgré les difficultés que tu as rencontrées ces dernieres
années, tu t'es toujours rendu disponible pour me prodiguer des conseils et me partager ta
science. Je ne t'en remercierai jamais assez. Parmi tes nombreux enseignements je retiendrais
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appliquer sans une pensée a ton égard. Ce fut un réel plaisir de travailler a tes cotés, tant sur
le plan personnel que professionnel. Je suis fier d'avoir été le premier étudiant en theése que tu
ais eu a encadrer et je suis convaincu que cette relation nous a tous les deux fait évoluer.
Merci également d'avoir su animer nos moments passés au laboratoire. C'est sans nul doute a
toi que je dois le plus de suggestions musicales, cinématographiques, littéraires et jeux en

tout genre. A bientét je I'espere.

Régis, merci de m'avoir accueilli et encadré lors de tes dernieres semaines au laboratoire.
Quel luxe d'apprendre la suture et la chirurgie auprés d'un chirurgien expérimenté ! Je
souhaite également te remercier pour tout ton travail effectué au cours de ton stage et sur

lequel je me suis appuyé pour initier mes travaux de these.
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campus.

Eric, merci d'avoir pris le temps de participer a nos réunion et pour m'avoir prodigué
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en charge thérapeutique des patients et les dernieres avancées cliniques.
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passages au laboratoire j'ai toujours eu l'impression de participer a une visite guidée. 1l est
fascinant de te voir te promener sur ces "toiles" histologiques et facilement en percer les

secrets.



Docteur’ José, cela a été un plaisir de partager ces années de thése a tes cotés. Je regrette
déja ta gentillesse et ton calme imperturbable, qui se caractérise parfaitement par ton « Je
suis vraiment dans la m*r*e » cocktail a la main. Tu as été pour moi une inépuisable source
d’informations, scientifiques mais aussi pour ta connaissance des bonnes adresses culinaires
Montpelliéraines. A quand la publication du guide Ursic-Bedoya ?! Quel plaisir également
d’avoir pu discuter avec quelqu’un qui appréciait et comprenait ce sport barbare qu’est le
football américain. J’espere qu’on aura [’occasion de se revoir, et pourquoi pas a [’occasion

d’un match Bills vs Panthers ? (les Bills n’ont aucune chance hahaha).

Christiane, Merci d’avoir partagé ton expérience de la recherche et tes nombreux conseils et
expertise en matiere de clonage. Je regrette que tes dernieres années au labo n’aient pas été

aussi appréciables pour toi qu’elles I’ont été pour moi.
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chercheur avec bien des casquettes : maman, dame pipi, gossip girl et j’en passe. Au plaisir

de recroiser ta route.

Guillaume, notre deuxieme rencontre était de bon augure pour ce qui allait étre notre relation
par la suite. Plus qu’un collegue j’ai aussi rencontré un ami. Je conserverai en mémoire nos
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que discutable, nos sessions de collectes bien trop matinales (encore désolé pour ¢a) et bien
d’autres interactions trop nombreuses pour les toutes les mentionner. J’ai su apprécier ton
naturel (n’hésites pas a me communiquer tes prochains résultats de coloscopies ou éventuel
problemes intestinaux haha), ta disponibilité, ta curiosité, ta générosité mais aussi tes
nombreuses anecdotes (Petit coup de coeur pour [’histoire de la femme nue dans le salon) et
références culturelles si proches des miennes. Dans le cadre du travail tu m’as été d’une
grande aide a la fois pratique et technique mais aussi grdace a tes nombreux programmes et
logiciels d’analyses qui m’ont grandement simplifié la vie (PHILLIPE ?! Je sais ou tu te
caches...). Merci mille fois pour tout ¢ca. Tu vas me manquer a New-York mais je te réserve
évidemment une place dans mon studio si jamais tu veux me rendre visite. D ailleurs ils vont
me détester dans ce labo quand je vais leur imposer les choix musicaux que tu m’as transmis,

a savoir « Les vieux » de Jacques Brel ou la musique de Shrek du vendredi. Je te



transmettrais leurs doléances avec quelques requétes de volcano plot au passage. Bonne
chance pour la suite de ta carriere scientifique qui je n’en doute pas sera couronnée de

SUcces.

Marine, tu n’as rejoint le labo que récemment mais j’ai déja pu apprécier ton dynamisme, ta
détermination et ta motivation. Merci d’avoir repris ce projet passionnant mais difficile que
Jj’ai initié avec l’aide d’Allyson et Elsa. Ne lache rien, la these n’est pas un sprint mais une

course d’endurance. Je suis sir que tu t’en sortiras a merveille.
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contribution et leur bonne humeur.
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docs. Je retiendrais aussi tes conseils en terme d’écologie responsable et ta tentative de me
« Green washer ». Je suis maintenant conscient que mon utilisation excessive d’Amazon
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quand méme passé des bons moments durant ces années de folies avec la mezza. Merci pour
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Merci également a tous mes amis a Montpellier et en dehors qui m’ont permis de rendre les

moments de stress et de doutes bien plus supportables.

Enfin, je veux remercier les membres de ma famille toujours présents dans les bons comme
les mauvais moments. Sans leur soutient sans failles je ne serais pas la ou j’en suis. Merci a
ma grand-mere qui m’a harcelé tous les étés avec des séances de devoirs intensifs qui ont
sans aucun doute contribué a ma réussite scolaire, merci a elle également pour son extréme
gentillesse et son soutient dans tous les moments de ma vie. Merci a ma mere qui a tout donné

pour ses enfants. Elle a toujours été ma premiére supportrice, de mes premiers pas sur les



terrains de foot ou elle hurlait « Aller bonhomme » au moindre touché de balle, jusqu’a ma
soutenance de these ou je la voyais discrétement souffler d’un air voulant dire : laisser le
tranquille. J’ai beau étre maintenant docteur je resterais toujours ton petit. Merci a ma tante
et m’ont oncle, grande tante et grands oncles, cousins et cousines, qui m’ont eux aussi
supporté et soutenus pendants toutes ces années. Merci a Michel mon beau pére et Nicolas
mon beau-frére d’étre venu assister a ma these et de m’avoir supporté au cours de cette
journée. Et pour terminer je veux remercier mes sceurs, Roro ton discours pendant ma
soutenance m’a laissé les yeux humides. Tu te souviendras surement que ce n’est pas la
premiere fois que tu me fais cet effet-la. Tu m’en as fait baver pendant notre jeunesse, je te
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le caractere, mais je dois reconnaitre que tu m’as quand méme pas mal défendu, de quoi
forger un amour fraternel inconditionnel. Alice, tu as toujours été mon premier public pour
mes pitreries et bétises en tout genre, j'ai toujours senti le besoin de te faire rire et de
t'embéter un peu. Ton soutien silencieux m’a toujours accompagné, pas besoin de mots pour
qu’on se comprenne, ton regard en dit beaucoup. A mes seeurs que j adore, merci pour toutes

ces années.
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Introduction

|. Le cancer

1. Histoire et classification de la maladie
Les premicres traces écrites de la maladie remontent a 'Egypte antique, ou le papyrus

Edwin Smith (daté autour 1500 av-JC) donne une description chirurgicale de la maladie en y
prétant des causes divines. On retrouve également des preuves archéologiques de néoplasies
osseuses sur plusieurs especes animales datant de 70 millions d’années (Capasso, 2005). C’est a
Hippocrate, pére de la médecine, que 'on doit appellation « Karkinoma », mal qui lors de sa
propagation prend I'apparence de pattes de crabes, et donnera plus tard les mots carcinomes et
cancer. I.’école Hippocratique va chercher une origine rationnelle a la maladie, notamment Galien
(130-210) définira cette derniére comme une accumulation d’humeurs noires liée a un mauvais
équilibre des quatre humeurs fondamentales. Ils préconisent également la résection chirurgicale
pour les tumeurs qui le permettent (« cacoethes ») ou I'abstinence thérapeutique pour celles qui
menacent de ressurgir une fois retirées (« carcinos »). Durant la fin de antiquité et jusqu’au début
de la renaissance, les préceptes Grecs vont prospérer en Orient et au sein de Pempire Byzantin.
De nombreux savants donneront lieu a des classifications anatomiques des tumeurs, désormais
reconnues par Paulus Aeginata (625-690) comme pouvant toucher tous les organes. 1l suspectera
également un possible role des noeuds lymphatiques axillaires dans les cancers du sein. Avenzoar
(1091-1162), médecin syrien, décrira les symptomes des cancers de 'estomac et de 'cesophage.
Ces connaissances seront reprises et enseignées dans les premicres universités européennes
notamment a Montpellier (1150) et Bologne (1158). Toutefois cette longue période ne voit naitre
ni nouvelle théorie pouvant expliquer l'origine de la maladie, ni d’amélioration thérapeutique

(Papavramidou et al., 2010).

Il faudra attendre la renaissance pour voir Paracelse (1493-1541) remettre en cause les
théories de Galien en proposant une nouvelle explication spirituelle de la maladie. Néanmoins a
cette méme période Gabrielle Fallopius (1523-1562) fera une distinction clinique entre les
tumeurs bégnines : masse molle dont la forme bien définie est non adhérente aux structures
avoisinantes ; et les tumeurs malignes : masse dure de forme irrégulicre, s’étendant aux tissus

environnants, et parfois entourée de vaisseaux sanguins. Cette classification est toujours utilisée
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de nos jours. Le XVII™™ et XVIII™™ voient naitre les premicres théories permettant d’identifier
des causes extérieures de la maladie. Bernardino Ramazzini (1633-1714) fait état d’une trés faible
incidence de cancer de I'utérus chez les nonnes et I'associe a I'absence d’activité sexuelle. En
1761, John Hill souligne le danger que peut représenter le tabac dans la susceptibilité au cancer.
En 1775, Percivall Pott décrit le cancer du scrotum comme maladie professionnelle a forte
incidence chez les ramoneurs et en suspecte une origine chimique. Cest a cette période que le
cancer va également ¢tre pensé comme une maladie infectieuse potentiellement transmissible ce

qui aura pour conséquence l'isolation des malades, relégués a 'extérieur des villes (Faguet, 2015).

Au début du XIX™™ siécle la démocratisation de la microscopie et Iavénement de
I'anatomopathologie vont permettre 'apparition des premicres théories cellulaires. Robert Remak
(1815-1865) et Louis Bard (1829-1894) affirment que chaque cellule nait d’une autre cellule et que
le cancer est issu de la transformation dégénérescente du tissu normal. Alfred Velpeau,
anatomiste frangais (1795-1867), théorise sur la présence au sein des cellules dun élément
essentiel que la science aura besoin d’identifier pour comprendre le développement du cancer. 11
faudra attendre 50 ans et la découverte du matériel génétique pour que Theodor Boveri (1862-
1915) démontre que des aberrations chromosomiques chez l'oursin peuvent mener a des
néoplasies tissulaires (Wunderlich, 2002). Lla découverte de la radioactivité et des rayons X par
Henri Becquerel, Pierre et Marie Curie a la fin du XIX®™ siecle va permettre le traitement des
tumeurs non opérables par rayons ionisants. En 1910, Peyton Rous met en évidence un agent
infectieux causant des sarcomes chez le poulet qui sera plus tard appelé le virus du sarcome de
Rous (Rous, 1910). En 1942, un essai thérapeutique est lancé utilisant un dérivé du gaz moutarde,
la moutarde azoté pour traiter un patient atteint d’un lymphosarcome avancé. Une réponse
favorable au traitement est observée, mais la tumeur récidive quelques semaines plus tard. C’est le

premier essai sur ’homme de drogues de chimiothérapie (Einhorn, 1985).

Durant la 2™ moitié du XXeéme siécle et jusqu’a nos jours les progrés techniques et
théoriques en biologie cellulaire, moléculaire, en génétique et médecine ont permis des avancées
immenses dans la compréhension et la prise en charge du cancer. Toutefois, le cancer reste un
probleme majeur de santé publique. On dénombrait en effet plus de 18 millions de nouveaux cas

en 2018 pour un total de 9,5 millions de morts dans le monde (https://gco.iarc.fr/). Mais qu’est-

ce que le cancer et quelle compréhension en avons-nous a ’heure actuelle ?

Le déploiement de la vie sur terre a permis il y a au moins 2,1 milliards d’années le

passage d’un état unicellulaire, au développement d’organismes multicellulaires complexes (Albani



et al., 2010). Les cellules qui les composent se spécialisent et se hiérarchisent en tissus, organes et
systemes pour participer aux fonctions essentielles de 'organisme. Ainsi, s’établissent une forte
relation de coopération (Aktipis, 2016) et le controle « social » de 'expansion de populations
cellulaires (Raff, 1992). En résumé, on peut considérer que le cancer est une forme de retour a
I’état unicellulaire, une cellule devenu cancéreuse se place en marge de la hiérarchie tissulaire et
prolifere de maniere incontrolée jusqu’a perturber le fonctionnement normal de 'organisme. Ces
cellules vont former des tumeurs, qui constituent en elles méme un écosysteme complexe, et sont

classées en fonction de leurs origines (voir Tableau 1).

Tableau 1- Classification des principaux types de cancers

Cellules d’origine Classification
Epithéliales Carcinomes
Mésenchymateuses Sarcomes
Plasmocytes de la moelle Myélomes
Sanguines Leucémies
Ganglionnaires Lymphomes
Mixtes Mixtes

2. Les bases moléculaires du cancer

La transformation d’une cellule somatique saine en une cellule cancéreuse est un processus multi-
étapes dont la base fondamentale est accumulation d’altérations génétiques telles que les
amplifications, délétions, translocations et mutations ponctuelles. Ces dernicres étant relativement
peu fréquentes par rapport aux réarrangements chromosomiques(Chakravarthi et al.,, 2016). Le
nombre d’altérations génétiques est toutefois treés différent en fonction du type de cancer. En
effet, on retrouve en moyenne une vingtaine de mutations pour les tumeurs de endometre
contre plus de 1000 pour un sous-type particulier de cancer colorectal (MSI) (Vogelstein et al.,
2013) (voir Figure 1). Pour mieux comprendre cette hétérogénéité il faut s’intéresser aux trois
principales causes de ses altérations, qui représentent également les facteurs de risques liés au

cancer.
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Figure 1- Nombre de mutations en fonction du site tumoral

(A partir de Schreiber and Schumacher, 2015) Le graphique décrit le nombre de mutation somatiques
par megabase du génome en fonction du site tumoral. 10 mutations par mégabase correspondent a
environ 150 mutation dans des séquences codantes.

a. Les facteurs de risques

Il en existe trois classes principales :

(1) Les erreurs liées a la machinerie de réplication de ADN. Les ADN polymérases et les
systemes de réparation du génome ne sont pas toujours fideles et présentent un taux d’erreur
moyen estimé a 1/10” bases, équivalant a environ 3 mutations par division cellulaire (Lynch,
2010). 11 est néanmoins important de noter que certaines mutations au niveau de genes
directement impliquées dans la machinerie de réplication vont considérablement augmenter ce
taux d’erreur générant ainsi une forte instabilité génétique. Bien qu’étant controversée, une étude
réalisée a partir des données génétiques de 423 tumeurs représentant 17 types de cancer en
provenance de 69 pays différents a montré qu’il existait une tres forte corrélation (r = 0,8) entre
le risque de développer un cancer dans un tissu donné et le nombre de divisions effectuées par les
cellules souches de ce méme tissu. Cela sous entends que plus des 2/3 des cas de cancers seraient

dus a des mutations aléatoires survenues au cours des divisions cellulaires (Tomasetti et al., 2017).

(2) Les mutations germinales héréditaires ou congénitales de genes impliqués dans la
tumorigenese, bien que relativement rares, sont un facteur de risque fort pour le développement
de cancer. Ces mutations sont présentes, habituellement a 1’état de I’hétérozygote, dans

I'ensemble des cellules somatiques de I'organisme. On peut citer comme exemple le syndrome de



Li-Fraumeni associé a des mutations germinales du gene TP53 qui prédispose a la formation de
nombreux cancers dont les rhabdomyosarcomes, les liposarcomes, et les cancers mammaires
précoces. Pour une personne atteinte de ce syndrome le risque de développer un cancer est entre
100 et 1000 fois supéricur a celui de la population normale (Vatley, 2003). Le syndrome de
Noonan en est un autre exemple. Il fait partie des RASopathies et est donc associé a des
mutations dans des genes de la voie RAS/MAPK. 1l se caractérise par des dysmorphies faciales,
des problemes de développement cardiaque et un risque de développer un cancer multiplié par 8

(Tajan et al., 2018).

(3) Enfin, les facteurs environnementaux ont également un réle important a jouer dans la

susceptibilité au cancer, et peuvent étre subdivisés en trois catégories :

- L’exposition a des facteurs d’origine biologiques, les agents infectieux sont notamment
suspectés d’¢tre responsables d’environ 10% des cas de cancers (Masrour-Roudsari and
Ebrahimpour, 2017). De nombreux virus sont associés a la tumorigenese, toutefois leurs effets
sont le plus souvent indirect via Iinteraction avec des protéines endogenes ou le déclenchement
de la réponse inflaimmatoire. On peut citer 'exemple de protéine E6 de certains sous-type du
Human Papilloma virus (HPV), qui inactive p53 et la protéine E7 du méme virus qui cible le
retinoblastome (Rb), empéchant ainsi leurs actions anti-oncogéniques (Munger et al., 2004). Une
¢tude conduite au laboratoire a également montré que l'expression dans des progéniteurs
hépatiques de NS5A, protéine virale du virus de ’hépatique C, induisait Iactivation du facteur de
transcription Twist2 responsable d’une transition épithélio-mésenchymateuse (Akkari et al.,
2012). Certaines bactéries peuvent également favoriser le développement de tumeurs. I.’équipe de
Hans Clever a récemment montré que Iinjection répétée d’une souche pathogene
d’Escherichia.Coli (pks+) dans la lumiere d’organoides intestinaux induisait chez les cellules en
contact avec cette dernicres une signature mutationelle est retrouvée dans plus de 5876 cas de
cancers. Cette signature est liée a la production de colibactine par la bactérie, une toxine pouvant

provoquer des cassures double brin de PADN (Pleguezuelos-Manzano et al., 2020).

- Les agents mutagenes physiques augmentent également fortement le risque de développer un
cancer. L’exposition répété et/ou a forte dose de rayons-X et a la radioactivité induit la formation
des radicaux libres provoquant des cassures doubles brins de la molécule I’ADN, qui sont
susceptibles de générer des altérations génétiques (Bonura et al., 1975). Les rayonnements UV

quant a eux induisent des dimeéres entre les bases de thymine et sont donc responsables de



nombreuses mutations génétiques. Une forte exposition aux UV est notamment associée a un

risque accru de développer des mélanomes (Jhappan et al., 2003).

- Les mutagenes chimiques interagissent directement avec la molécule d’ADN induisant des
modifications des bases azotées, des intercalations, de mauvais appariements de bases, et des
cassures de PADN. Il en existe de nombreuses classes dont les agents alkylants, comme les sels de
platine, ou non alkylant, comme les formaldhéydes. Certains sont des toxines produites par des
bactéries ou champignons comme l'aflatoxine B1, associé au risque de cancer du foie. D’autres
sont simplement retrouvés dans les produits qui nous entourent comme les nitrosamines présents
dans la fumée de cigarette, qui augmentent le risque de cancer du poumon (Singer and

Kusmierek, 1982).

En conclusion, le profil mutationnel d’'un type de cancer donné est dépendant de sa cellule
d’origine, son environnement et ses propriétés intrinseques mais aussi de ses expositions a des
facteurs extrinseques. Il est important de noter qu’au sein méme d’un type de cancer chaque cas a
son historique et ses caractéristiques propres, chaque tumeur est donc unique. On parle alors

d’hétérogénéité intertumorale ou interpatient.

b. Mutations « drivers » ou « passengers »

Toutes les altérations génétiques retrouvées dans les tumeurs ne sont cependant pas a méme
d’avoir un impact sur son développement ou son évolution. Elles sont classifiées en fonction des

conséquences phénotypiques qu’elles vont engendrer.

Les mutations de genes dits « driver » sont celles qui vont conférer un avantage sélectif a
la cellule qui les exprime, permettant ainsi son expansion (Stratton et al., 2009). Ils sont subdivisés
en deux catégories : Les suppresseur de tumeurs, génes dont la mutation oncogenique induit une
perte de fonction de la protéine mutée et les oncogenes, qui sont caractérisés par un phénotype
de gain de fonction dans le cancer. En s’appuyant sur l'augmentation graduelle de la mortalité
liée au cancer avec I'age et le temps de latence nécessaire au développement de la maladie suite a
I'exposition a des carcinogenes, des modeles mathématiques ont indiqué qu’au moment de la
détection clinique, la tumeur était la résultante d’au moins 5 a 7 événements (Armitage and Doll,
1954). En combinant I’études des modeles expérimentaux et les analyses génétiques globales des
tumeurs humaines, on estime désormais que le nombre d’événements drivers peut varier entre 2
et 55 mutations, en fonction du type de tumeur, pour un total de 299 geénes drivers identifiés
(Bailey et al., 2018). Dans le cas du cancer colorectal (CRC) par exemple, le processus de

transformation nécessite dans un premier temps une mutation d’APC, puis KRAS, suivis de



SMAD#4 et TP53. Certaines théories suggerent également que 'ordre dans lequel ces mutations
interviennent est important, la mutation d’APC suivie de KRAS n’étant pas équivalent a KRAS
puis APC (Levine et al., 2019). En effet, en utilisant le systéme de transposase « Sleeping Beauty »
(SB), une équipe a réalisé des mutations insertionelles aléatoires dans 4 fonds génétiques de souris
présentant les mutations suivantes : APC™ KRAS®'™ Smad4"°, p53R175H. Selon la lignée, la
mutagéneése aléatoire n’a pas eu le méme effet sur la dynamique d’apparition des tumeurs, avec
une survie moyenne de 18 semaines pour les souris APC™, 40 semaines pour KRAS®'*" 53
semaines pour Smad4™” et 54 semaines pour p53"'""". Plus le géne initialement muté est précoce

SGlZD

dans le CRC, plus la dynamique d’apparition est rapide. De plus, 'analyse des tumeurs KRA

R175H
3

et p5 a montré que la séquence SB est le plus souvent insérée au niveau du gene APC
induisant une perte de fonction de la protéine. Pour les souris Smad4™ Iinsertion a le plus
souvent lieu dans des génes impliqués dans la signalisation APC/B-caténine. Ces données
suggerent fortement que l'activation de cette voie est nécessaire comme ¢élément initiateur de la
tumorigenese colorectale (Takeda et al, 2015). L’idée qu’une mutation acquicre le caractere
«driver » en fonction du contexte cellulaire peut également expliquer pourquoi une mutation

germinale de ce gene induira préférentiellement Papparition d’un type spécifique de cancer

(Agarwal et al., 2017).

La prolifération incontrolée et Iinstabilité génétique des cellules tumorales générent
également Dapparition d’un grand nombre de mutations passageres (« passenger »), qui
représentent la majorité du profil mutationnel de la tumeur. Ces évenements aléatoires ont
longtemps été considérés comme neutres pour I’évolution tumorale, toutefois, elles peuvent
potentiellement cibler des genes et mécanismes qui ont un impact sur le « fitness » des cellules.
En effet, la modélisation informatique a mis en évidence leffet délétere d’un taux élevé de ces
mutations sur la progression tumorale. L’évolution tumorale serait ainsi constituée de cycles
successif dans lesquels Dlapparition d’une mutation driver augmente fortement le potentiel
prolifératif des cellules avant d’étre ralenti par I'accumulation de mutations passengers
(McFarland et al., 2013). Cette théorie a également été validée expérimentalement : des cellules
MCF-10 génétiquement stables ont été soumises a des faibles doses d’agents mutagenes, qui
apres larrét du traitement ont fortement perturbé le temps de doublement de cellules ainsi
traitées. De méme, 7z vivo, le croisement d’un modele murin de carcinogénése mammaire (Her2
positif) avec des souris H2AX"" | qui sont déficientes pour la réparation efficace des cassures
ADN double brin, a fortement retardé I'apparition des tumeurs (McFarland et al., 2017). Ces
résultats spectaculaires mettent en exergue le role complexe de linstabilité génétique dans le

cancer : jusqu’a un certain niveau de linstabilité, elle constitue un fort facteur de risque, au-dela



de ce seuil elle diminue la viabilité de cellules cancéreuses. La mise en perspective de cette
théorie peut expliquer en partie ’évolution trés lente et les longues périodes de dormance de
certains cancers. Cependant, les mutations passenger constituent également un fantastique
réservoir pour permettre DPadaptabilité de la tumeur aux variations environnementales.
L’apparition de la mutation T3151 de I'hybride protéique BCR-ABL par exemple, n’apporte
aucun gain de fitness dans le cas des leucémies myéoloides. Néanmoins, si le patient est traité a
I'imatinib, un inhibiteur spécifique de ce complexe, la mutation va permettre la résistance au

traitement et donc I’ expansion des cellules qui la porte (Pricl et al., 2005).

c. Les conséquences fonctionnelles.

L’apparition d’une mutation driver mene a des conséquences fonctionnelles pour la cellule, lui
permettant de se reproduire de manicre plus efficace. L’ensemble des recherches sur ces
mécanismes a mis en évidence la dérégulation de nombreuses voies de signalisations et
mécanismes cellulaires, qui sont trés souvent touchés a plusieurs niveaux. Robert A. Weinbeirg et
Douglas Hanahan ont regroupés ces mécanismes dans leurs célebres revues « Hallmarks of
cancer » définissant ainsi les caractéristiques que doit acquérir une cellule pour devenir tumorale.
Elles incluent : I'instabilité génétique, le maintien de 'immortalité réplicative, le maintien de la
prolifération cellulaire, Iinhibition des suppresseurs de croissance, la résistance a la mort
cellulaire, I'invasion et la formation de métastases, la dérégulation du métabolisme énergétique,
I'angiogénése, la promotion de I'inflammation et la prévention la destruction immune (Voir
Figure 2) (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Toutefois ces hallmarks (ou « marque de
fabrique ») ne doivent pas étre assimilés a un ensemble de cases a cocher pour qu’une cellule
puisse étre définie comme cancéreuse. En effet, nombre de ces mécanismes et leurs
conséquences positives ou négatives sur le développement tumoral sont hautement dépendants
du contexte cellulaire et environnemental. Nous avions précédemment évoqué les effets négatifs
que pouvaient avoir une trop forte instabilité génétique sur le développement tumoral. I’entrée
ou non des cellules en sénescence est un autre exemple d’un hallmark pouvant avoir des effets
contradictoires. En effet, qu’elle soit réplicative ou liée a la surexpression d’un oncogene, la
sénescence est vue comme un mécanisme suppresseur de tumeur, notamment via la sortie du
cycle cellulaire et larrét de la prolifération. Les cellules senescentes sécretent de nombreux
facteurs que l'on qualifie de SASP (« Senescence associated secretory phenotype »). Ces facteurs
sont essentiellement des cytokines, des facteurs de croissances, des protéases, et des lipides. En

accord avec l'effet suppresseur de tumeur de la sénescence, il a été montré que la ré-expression de



p53 dans des progéniteurs hépatiques pré-néoplasiques induisait leur entrée en senescence et la
sécrétion de SASP qui a pour conséquence I’élimination de ces lésions par le systeme immunitaire
inné (Xue et al., 2007). Cependant la présence de cellules sénescentes en périphérie de tumeurs
hépatiques établies induit Pexpression de CCL2 qui va bloquer 'action cytotoxique des cellules
NK et favoriser la progression tumorale. Dans ce contexte, la sénescence a un réle suppresseur
de tumeur au moment de linitiation, mais devient pro-oncogénique lors du développement
tumoral (Eggert et al.,, 2016). D’autres études décrivent également I'effet pro-inflammatoire et
pro-tumorigenique de la sécrétion d’IL-6, IL1-a, et CXCLS par les cellules sénescentes (Coppé et
al., 2008; Ritschka et al., 2017). Cette dichotomie se retrouve également dans d’autres mécanismes
du développement tumoral. I’autophagie notamment, va tantot ralentir la progression de la
maladie, tantot étre utilisée comme source de nutriments pour les cellules avoisinantes (White and
DiPaola, 2009). La présence au sein de la tumeur de cellules se « sacrifiant » au bénéfice du
développement tumoral met en lumiére un autre aspect de la biologie du cancer, ’hétérogénéité
intra-tumorale. De ce point de vue les hallmarks peuvent étre abordées comme un ensemble de
caractéristiques indispensables au cancer, mais pas nécessairement présentées par 'ensemble des
cellules qui composent la tumeur (Almendro et al., 2013). I’hétérogénéité intra-tumorale et ses
aspects fonctionnels occupent une part importante dans mon travail de recherche, ils seront

évoqués plus en détails dans la deuxieme partie de cette introduction.
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Figure 2 - Hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 2011)

3. Le Microenvironnement tumoral

L’adaptation a Penvironnement est 'une des caractéristiques essentielles au développement de la
vie. Le remaniement du biotope ou I'acclimatation a des conditions extrémes ont en effet permis
a certaines formes de vie de survivre et prospérer. Les cellules tumorales évoluent également dans
un environnement complexe et ne font donc pas exception a cette regle. Ce
microenvironnement, aussi appelé stroma, est essentiellement constitué de matrice extracellulaire,
de cellules infiltrantes et de cellules résidentes du tissu sain. La tumeur est donc le site de

nombreuses interactions hétérotypiques qui affectent plusieurs aspects de son développement.
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Dans cette partie les différents composants du stroma des carcinomes et leurs roles dans la

tumorigénese seront brievement introduits.

a. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un assemblage de macromolécules qui composent
Ienvironnement extérieur aux cellules. Elle est principalement constituée d’un maillage protéique,
comprenant notamment des fibres de collagénes, de I’élastine, des laminines, et des
glycoprotéines. La MEC a un r6le structural qui est important pour ’'adhésion et la migration des
cellules ; elle permet également la capture de molécules de signalisation cellulaire, comme les
facteurs de croissances et les cytokines (Walker et al., 2018). Les cellules tumorales ont la capacité
de dégrader la matrice via la sécrétion de protéases, par exemple de la famille des
métalloprotéases (MMP), facilitant ainsi la progression et la migration (Liotta et al., 1980). Dans
certains cas ces protéases influencent indirectement la signalisation cellulaire, par exemple la
sécrétion d” ADAM 12-S permet I'activation de facteurs de croissances capturés dans la matrice
(e.g. TIGFBP-3) alors que le relargage ’ADAM 10 induit le clivage de Fas ligand inhibant ainsi
son action pro-apoptotique (Kirkin et al., 2007; Loechel et al., 2000). La matrice, en particulier les
fibres de collagenes peuvent également étre remodelées par les fibroblastes ou d’autres
composants du stroma. En conséquence, la rigidité de la MEC est affectée permettant ainsi la
formation de « routes » migratoires sur lesquelles les cellules tumorales pourront se déplacer. Ces
déformations du milieu menent également a mise en place de phénoménes de
méchanotransduction intracellulaire (e.g. signalisation FAK) qui favorise la motilité¢ et la

migration cellulaire (Fang et al., 2014).

b. Les fibroblastes associés au cancer (CAF)

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes d’origine mésenchymateuse retrouvées dans les tissus
conjonctifs. En conditions normales, ils sont maintenus dans un état quiescent et interviennent
principalement dans la synthése et la sécrétion de I'ensemble des composants de la matrice
extracellulaire. En cas de stress et particulicrement lors de la réponse a la blessure, I'activation des
fibroblastes par des facteurs sécrétés (e.g TGF-8, FGF) induit leur migration et prolifération. Ces
cellules acquicrent alors des propriétés contractiles et inflammatoires qui sont nécessaires dans

ces conditions. Ils sont discriminés des fibroblastes quiescents grace a différents marqueurs
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comme l'expression de FAP ou aSMA, on patle alors de myofibroblastes (Kalluri, 2016).
Plusieurs études suggerent que les cellules tumorales sécretent les facteurs qui activent les
fibroblastes (Monteran and Erez, 2019; Stuelten et al., 2005). Les fibroblastes semblent en effet
infiltrer la tumeur tres tot au cours de leur développement, leur présence ayant été détectée dans
des tumeurs bénignes pulmonaires et colorectales (adénomes). A cette étape, ces cellules
présentent des caractéristiques treés proches des myofibroblastes dont le réle lors de la
tumorigenese reste encore mal compris. Quelques études suggerent cependant que ces cellules
présentent une action anti-tumorale via la régulation de la signalisation TGF-$ ou I'initiation de la
réponse immune (Cheng et al., 2005; Nazareth et al., 2007). Toutefois lors de ’évolution de la
maladie les fibroblastes subissent une reprogrammation qui induit un phénotype essentiellement
pro-tumoral, on parle alors de « Cancer associated fibroblasts » ou CAF. Cette reprogrammation
semble étre majoritairement sous le controle de mécanismes épigénétiques qui permettent I'auto-
activation irréversible des fibroblastes (Li et al., 2015; Mrazek et al., 2014). Les CAF présentent
alors un phénotype sécrétoire qui leur permet de modifier la physiologie tumorale a plusieurs
niveaux (voir Figure 3). En particulier la sécrétion de facteurs de croissances (HGF, EGF, IGF
etc..) favorise la prolifération, la survie et la motilité des cellules tumorales. Un autre aspect
important de la biologie des CAF est leur capacité a remodeler le micro-environnement tumoral.
Par exemple, I'alignement des fibres de fibronectine par les CAF entraine les cellules tumorales
dans leur sillage permettant ainsi leur migration directionnelle (Erdogan et al., 2017). De plus,
une ¢tude a montré que les CAF sont capables de préparer la niche métastatique via la sécrétion
du facteur de croissance endothélial (VEGFa) et de Tenascin-C, induisant ainsi néo-angiogencse
et remodelage de la matrice au site a coloniser (O’Connell et al., 2011). 1I est toutefois intéressant
de noter que les fibroblastes associés aux carcinomes sont composées de plusieurs sous-
populations qui différent de par I'expression de certains marqueurs mais également de par leurs
fonctions (Pelon et al., 2020). En particulier, une étude a mis en évidence quatre sous-populations
de CAF, issues de carcinomes mammaires. Une de ces populations a la capacité d’induire
Iinfiltration de lymphocytes T (LT) via la sécrétion de CXCL12. Cette action va mener a la
différentiation des LT en LT régulateurs (FOXP3+) qui limitent I’action cytotoxique des cellules
T effectrices (Costa et al., 2018). En résumé, les CAF sont des fibroblastes maintenues dans un
état d’activation permanant, ils stimulent les cellules cancéreuses et remodelent leur

environnement régulant ainsi de nombreux aspects du développement tumoral.
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Figure 3 - Phénotype sécrétoire des CAF

Les CAF produisent un grand nombre de protéines qui impactent la survie, la proliffération, le
métabolisme des cellules cancéreuses et induisent le remodelage de la matrice extracellulaire (Droite
de la figure). En parraléle d’entre elles comme le TGF-B et le VEGFa permet de maintenir
I'activativation et promouvoient I'angiogenese. La production de cytokines a également des
conséquences sur la régulation de la réponse immune et impacte de nombreuses fonction comme
I'activation des cellules T, la présentation d’antigene ou I'action des cellules natural killer (Kalluri
et.al, 2016).

c. Cellules endothéliales et vascularisation

Les cellules endothéliales sont 'un des composants principaux des vaisseaux sanguins qui
permettent la vascularisation et I'apport en nutriment nécessaires au maintien des tissus. Les
tumeurs, en raison de leur développement rapide, exigent un apport important en nutriments et

en oxygene. En effet, plusieurs études suggerent que la croissance tumorale est limitée dans des
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conditions ne permettant pas une vascularisation efficace (Muthukkaruppan et al., 1982). En
conditions normales, les cellules endothéliales matures ne proliferent pas, toutefois la stimulation
par le VEGFa et TGF-8 induit leur entrée dans le cycle cellulaire. En conséquence, de nouveaux
vaisseaux vont se former par bourgeonnements, c’est la néo-angiogenese (Nishida et al., 2000).
En plus des CAF, les cellules tumorales sont elles aussi susceptibles d’induire 'angiogenése via la
sécrétion de VEGFa. En effet il a été montré que le stress lié a I'absence d’oxygene (hypoxie)
induisait la stabilisation du facteur de transcription HIF-1a qui contréle 'expression de VEGFa
(Olenyuk et al., 2004). I’angiogenése est cependant un mécanisme complexe qui nécessite
lactivation et [linhibition de plusieurs facteurs et de nombreux composants du
microenvironnement tumoral sont impliquées dans sa régulation. Les monocytes et les cellules
qui en dérivent (macrophages, neutrophiles etc...) produisent notamment un grand nombre de
facteurs pro-angiogéniques et facilitent le bourgeonnement des nouveaux vaisseaux (Palma et al.,
2017). Les cellules immunes sont également impliquées dans la régulation de I’angiogenese, en
particulier via la production de cytokines qui peuvent avoir des effets sur la différentiation des
monocytes (Andreu et al., 2010). Toutefois, la vasculature nouvellement produite n’est pas
complétement fonctionnelle. En effet les péricytes, cellules entourant normalement les vaisseaux
et limitant leur perméabilité y sont beaucoup moins nombreux que dans 'endothélium normal.
L’augmentation de la perméabilité des vaisseaux facilite alors lextravasation des cellules
tumorales qui peuvent plus facilement coloniser des sites métastatiques (Morikawa et al., 2002).
Les vaisseaux sont également plus fragiles et ont tendance a se rompre ou a fuir ce qui participe
au maintien d’un environnement inflammatoire et induit I'activation des plaquettes, également
capables de stimuler I'angiogenése et favoriser la formation des métastases (Bambace and
Holmes, 2011). En résumé linduction de langiogenese a essentiellement un role pro-
tumorigénique, ce qui a poussé au développement de thérapies visant a cibler ces mécanismes.
Malheureusement, ces drogues et en particulier les inhibiteurs de VEGFa, sont relativement peu
efficaces en clinique et menent a apparition de mécanismes de résistances. En revanche, leurs
associations récentes avec des immunothérapies a donné des résultats encourageants dans des

modeles précliniques (Kashyap et al., 2020).

d. Les cellules immunes

La transformation induit un grand nombre de changements pour la cellule, en particulier elle
provoque Pexpression d’antigénes de surfaces et la modification du sécrétome cellulaire. Ces

perturbations induisent linfiltration et Pactivation des cellules du systeme immunitaire ou
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leucocytes, qui sont responsables de la réponse inflaimmatoire. Ces cellules sont parmi les
principaux constituants du microenvironnement tumoral qui dans le cadre d’'une réponse efficace
permettent la reconnaissance et I’élimination des cellules cancéreuses. Toutefois les cellules
tumorales développent différentes stratégies pour échapper a la réponse immune et vont méme
jusqu’a la détourner pour favoriser leur progression (Cohen and Cohen, 1978) (Voir Figure 4).
Ces perturbations passent par une modification drastique de ’'homéostasie tissulaire qui affecte
I'ensemble des cellules immunes. Ces derni¢res dérivent des cellules souches hématopoiétiques et
se subdivisent en deux lignages principaux : (1) les cellules myéloides comprenant les monocytes
(macrophages et cellules dendritiques) et les granulocytes (éosinophiles, neutrophiles et
basophiles). (2) Les cellules lymphoides sont subdivisées en trois grandes classes : les cellules
Natural Killer (NK), les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB). Ces différents types
cellulaires sont interdépendants et chacun produis une réponse spécifique nécessaire a la défense
de lorganisme, en conséquences le moindre déréglement est susceptible de perturber cet
équilibre. Pour des raisons pratiques, dans cette partie nous allons principalement nous
concentrer sur la description des types cellulaires pertinents dans le cadre de mon projet
expérimental. A savoir le role des macrophages, des cellules dendritiques et des NK dans la
réponse anti-tumorale et certains des moyens par lesquels la tumeur détourne leurs actions a son
avantage. Ajouter une illustration qui résume les interactions entre cellules immunes et cellules

cancéreuses)
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Figure 4 - le microenvironnement immunitaire

(A) Les cellules immunitaire sont activés suite a la croissance tumorale et participent a 'homeostasie
tissulaire en éliminant les cellules cancéreuse (TC). (B) La réponse inflammatoire chronique et la
sécretion de cytokines (IL-10, TGF-B, IL-B, GM-CSF...) par les cellules tumorales oriente le systéeme
immunitaire vers un phénotype pro-tumomurigénique et un environnement immunosupresseur.
(Hinshaw and Shevde, 2019)

Les macrophages

Les macrophages sont des cellules spécialisées dans la phagocytose et sont présents dans tous les
tissus de I'organisme ou ils participent au maintien de '’homéostasie tissulaire. Les macrophages
résidents proviennent de la poche vitelline embryonnaire et sont spécifiques de leurs tissus de
résidence (Ly6C™ et F4/80™/™8" Tls acquierent alors des caractéristiques spécifiques et on les
nomme cellules Kupffer dans le foie, microglia dans le cerveau ou encore « Large peritoneal
macrophages » (LPM) dans la cavité péritonéale. On les distingue notamment des macrophages
circulants issues de la différenciation des monocytes (Ly6C* et F4/80"%) qui infiltrent et
« patrouillent » au sein des tissus suite a un stimulus (infection, blessure etc...). Ces deux
populations de macrophages sont impliquées dans la réponse immune innée mais elles font aussi
le lien avec 'immunité acquise et participent a la régulation de 'angiogenése, (Wynn et al., 2013).
11 est toutefois important de noter que 'ensemble de ces fonctions ne sont pas assurées par tous
les macrophages. 1l existe en effet un grand nombre de sous populations et ce sont les stimuli

environnementaux qui induisent la polarisation des macrophages, déterminant ainsi leur
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phénotype. Classiquement les macrophages sont subdivisés en deux catégories : (1) Les M1 sont
par exemple activés par les lipopolysaccharides (LPS) bactériens et I'interféron gamma (IFNy) et
arborent un phénotype pro-inflammatoire et pro-immunogénique (2) Les M2 peuvent étre activés
par linterleukine 4 (IL4) et linterleukine 13 (IL13) et sont a l'inverse définis comme anti-
inflammatoires et immunosuppresseurs (Lawrence and Natoli, 2011). Ces deux états sont
réversibles et leur distinction se base généralement sur Pexpression de plusieurs marqueurs
associés au phénotype M1 ou M2. Cependant, certaines études ont révélé Texistence de
macrophages ne correspondant a aucune des catégories ou exprimant simultanément des
marqueurs M1 et M2 (El Kasmi et al., 2008; Torroella-Kouri et al., 2009). Ces observations
suggerent la présence d’états intermédiaires et d’autres populations, la classification binaire M1 vs
M2 ne représente donc pas toute I'hétérogénéité des macrophages. Lors du développement
tumoral les différents signaux produits par les cellules cancéreuses et le microenvironnement
induit l'infiltration de monocytes circulants et la polarisation des macrophages résidents. Comme
la plupart des cellules stromales, les macrophages sont reprogrammés pour favoriser le
développement tumoral, on patle alors de « tumor associated macrophages » (TAM). En effet, les
TAM possedent des caractéristiques proches des macrophages M2 et leur polarisation peut étre
directement induite par les cellules tumorales. En particulier une étude a montré que la
production d’acide lactique par les cellules tumorales, conséquence d’un métabolisme glycolytique
(effet Warbug), induisait chez les macrophages, 'expression d’arginasel (ARG1) et de VEGFux
ainsi que leur polarisation M2 favorisant le développement tumoral (Colegio et al., 2014). De
maniere intéressante, ’équipe de Johanna Joyce a montré que le blocage du récepteur CSFIR,
important pour la différentiation et la survie des macrophages suite a la stimulation par le
« Macrophages-Colony Stimulating Factor» (M-CSF ou Csfl), induisait la régression de
glioblastomes suite a la reprogrammation des TAM en macrophages de phénotype M1 (Pyonteck
et al.,, 2013). La polarisation des TAM peut également étre controlée indirectement par la réponse
immune. Par exemple, une étude menée a partir d'un modele murin de carcinome épidermoide a
montré que la présence de néo-antigénes tumoraux induisait infiltration de Lymphocytes B et la
production de complexes d’immunoglobulines. En provoquant la déplétion des cellules B et
I'inhibition des complexes, les auteurs ont observé la reprogrammation des TAM en macrophages
M1 et linfiltration de lymphocytes T cytotoxiques (LTc) limitant le développement tumoral
(Affara et al., 2014). Ces résultats mettent également en évidence 'effet des TAM sur I'inhibition
de la réponse T cytotoxique qui est en partie dépendante de I'expression de PD-L1 par les TAM,
induisant ainsi la mort par apoptose des LTc exprimant PD-1 (Kuang et al., 2009). En résumé, les

macrophages constituent un maillon essentiel a la régulation du microenvironnement et integrent
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un grand nombre de signaux qui vont avoir des conséquences fonctionnelles importantes sur
I’évolution de la maladie. Cela en fait donc une cible de choix pour le développement de

nouvelles approches thérapeutiques.

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont un ensemble hétérogene de cellules immunes qui dérivent des
progéniteurs myéloides. Les DC sont composés de 3 classes qui sont définies en fonction de leurs
origines et des marqueurs qu’elles expriment : (1) les cellules dendritiques plasmocytoides (pDC :
Ly6C*, TLR7/9%) dont les fonctions principales sont la production d’interféron de type I (IFN«
et B) et le contréle de 'auto-immunité (Swiecki and Colonna, 2015). (2) Les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC: CD11b*, CD11c*, CD24") sont capables d’internaliser des antigénes
issues de cellules mortes et d’éduquer les LT pour induire la réponse immune adaptative. (3) Les
cellules dendritiques dérivés de monocytes (moDC: CD11b*, CD11c*, FcyR1") sont
difficilement distinguables des macrophages et sont elles aussi capables de présenter 'antigéne
(Gardner and Ruffell, 2016). L’ensemble de ces sous populations de cellules dendritiques ont été
observés dans des tumeurs. Plusieurs études soutiennent que leur infiltration lors des stades
précoces est associée a un phénotype suppresseur de tumeur qui est perdu lors des stades de
développements tardifs  (Scarlett et al.,, 2012). Ces résultats suggerent une modulation des
fonctions de ces cellules au cours du développement tumoral qui a été particulicrement étudié
dans le cas des cellules dendritiques conventionnelles. Les ¢cDC sont eux méme subdivisés en
deux catégories : (1) Les cDC1 sont présentes en tres faibles proportions dans les tumeurs
(environ 10% des DC total) et une fois activées ont la capacité de migrer dans les ganglions
lymphatiques pour induire la réponse immune des LT CD8". (2) Les ¢cDC2 sont présentes en
bien plus grande quantités au site tumoral et sont capables d’induire I'activation des LT CD4". En
revanche, leur capacité a migrer dans les ganglions est limitée et certaines études suggerent
qu’elles joueraient plutot un réle dans I’éducation du systeme immunitaire au niveau des
structures lymphoides tertiaires (Mildner and Jung, 2014). Dans un contexte immunitaire actif la
présence de corps apoptotiques tumoraux provoque linfiltration des DC dans la tumeur et leur
phagocytose par ces derniers. La production d’interféron de type 1 et de FL'T3 par les pDC va
permettre la différentiation des cDC en cellules présentatrices d’antigenes qui expriment alors un
grand nombre de molécules de co-stimulation (CD40, CD80, CD137... etc) (Wculek et al., 2020).
Les cDC2 sont alors capables de stimuler in-situ la réponse T auxiliaire (Th2, Th17) alors que les
cDC1 vont terminer leur maturation et acquérir I'expression de CCR7 pour permettre la

migration dans les ganglions et ’éducation des .T CD8"(Roberts et al., 2016). Néanmoins la mise
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en place d’'un environnement immunosuppresseur au cours du développement tumoral va
impacter ces réponses a plusieurs niveaux. En effet, une étude montre que lactivation de la
signalisation B-caténine dans un modéle murin de mélanome empéche la production de CCL4
essentielle a la migration des DC au site tumoral. En conséquence, ces tumeurs sont dites
« froides » sans infiltrats immunitaires et réponse T active (Spranger et al., 2015). L’expression de
VEGFua par les TAM ou les CAF a également des conséquences sur la maturation des DC en
inhibant la production de la cytokine FLU'T3, favorisant également I’évasion immunitaire (Ohm et
al., 1999). La mise en place de cet environnement induit aussi I'expression de plusieurs molécules
inhibitrices de Pactivation des cellules T comme PDL1 renforcant ainsi 'immunotolérance

(Rowshanravan et al., 2018).

Les cellules « natural killer »

Les cellules natural killer (NK) sont un autre type des cellules du systéme immunitaire inné
originaire de la moelle osseuse. Elles expriment des antigenes de surfaces notamment CD56 et
NKG2D chez 'homme et de NKI1.1 et CD49b chez la souris C57BL/6. La principale
particularité des cellules NK est leur capacité a induire la mort des cellules ciblées sans
reconnaissance antigénique médiée par le récepteur de cellule T (TCR) (Shimasaki et al., 2020).
Contrairement aux cellules T, les NK sont éduquées pour reconnaitre directement les complexes
majeurs d’histocompatibilités de type I (CMHI ou HLA) indépendamment de la présentation
d’antigene. Cette reconnaissance est assurée par linteraction du CMHI avec les récepteurs
d’inhibition de la réponse cytotoxique, exprimées en surface des NK (Raulet and Vance, 20006).
Cependant, en cas de stress induit par la transformation oncogénique ou une infection virale les
CMHI sont internalisés et des molécules HLA spécifiques comme MICA et MICB sont
exprimées a la surface des cellules. En conséquences, la suppression des signaux inhibiteurs et
I'interaction de MICA ou MICB avec des récepteurs d’activation (par ex : NKG2D) va induire la
sécrétion de perforine et la mort par apoptose des cellules cibles (Ghadially et al.,, 2017).
L’activation des NK est donc principalement controlée par la balance entre les signaux inhibiteurs
et activateurs de ses récepteurs de surfaces, mais ces cellules nécessitent toutefois un
environnement cytokinique favorable a leur développement. En particulier plusieurs études ont
montré que les interleukines 2 et 15 étaient indispensables a la survie, la prolifération et l'activité
des cellules NK (Kobayashi et al., 2005; Sliz et al., 2019). De plus, I'activation des NK stimule la
réponse immune adaptative en induisant la sécrétion de cytokines comme I'IFNy, CCL4 et le
GM-CSF (Chiossone et al., 2018). Les cellules tumorales vont toutefois mettre en place des

stratégies pour échapper a la cytotoxicité induite par les cellules NK. En particulier, I'expression
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des protéines HLA-E et G qui sont traduits en signaux d’inhibition est augmentée dans les cancer
du sein a mauvais pronostic (Kruijf et al., 2010). De la méme maniere, la sécrétion ’ADAM10 et
ADAMI17 par des cellules de carcinomes pancréatiques induit le clivage des protéines activatrices
MICA/B (Chitadze et al., 2013). Une étude a également mis en évidence une facon étonnante de
détourner la réponse cytotoxique des NK. En effet, la sécrétion de lactate déshydrogénase par
des cellules de glioblastome induit Pexpression des ligands activateurs de NKG2D sur les
monocytes. De ce fait, les cellules NK vont préférentiellement cibler les monocytes tout en
délaissant les cellules tumorales (Crane et al., 2014). Plusieurs évidences suggerent également que
le microenvironnement peut controler 'activation des cellules NK. Notamment la production de
TGF-B bloque I'action de I'ILL-15 et stimule la prolifération et I'activité cytotoxique des NK. (Viel
et al, 2010).

En conclusion, dans cette partie nous avons présenté différentes stratégies adoptés par les
cellules tumorales pour échapper a la réponse immune et remodeler leur environnement afin de
se développer et coloniser des sites distants. L.a découverte de certains de ces mécanismes a mené
a de grands bouleversements dans la prise en charge des patients. En particulier, les approches
thérapeutiques visant a restaurer 'immunité anti tumorale (anti-PDL1/PD1, anti-CTLA4, CAR T
etc...) a permis de guérir des milliers de patients jusque-la en échec thérapeutique (Zavala and
Kalergis, 2015). La réponse a ces thérapies reste néanmoins limitée a un nombre relativement
faible de patients et peu d’indicateurs permettent de stratifier efficacement les patients
répondeurs des non répondeurs. Ces échecs peuvent s’expliquer notamment par la diversité des
mécanismes de régulation du microenvironnement et la complexité de son réseau d’interactions
en partie décrit ici. En conséquences les efforts actuels de ce domaine se concentrent donc sur la
découverte de marqueurs pronostics et sur la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques

pouvant étre utilisées en combinaisons avec les molécules déja disponibles (Sambi et al., 2019).
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Il. Hétérogénéité intratumorale : La tumeur, un objet écologique.

L’hétérogénéité des cancers est un frein a la prise en charge efficace des patients, nous
avions en effet brievement évoqué dans la partie précédente la variabilité inter-patient. Il existe
une autre forme de d’hétérogénéité liée au cancer : la variabilité qui existe chez le méme patient,
ou hétérogénéité intratumorale (ITH). En effet, des les premieres observations histologiques des
tumeurs, les pathologistes ont identifié des différences notables au sein d’une méme lésion. Ces
différences sont relatives a la morphologie des cellules, leurs organisations, leur génome et les
marqueurs moléculaires qu’elles expriment. Les tumeurs sont donc composées de plusieurs
populations de cellules que 'on désigne sous I'appellation « sous-clones tumoraux ». A la source
de cette hétérogénéité on retrouve des variations génétiques, non génétiques et
environnementales. Il en résulte des différences fonctionnelles importantes, certaines sous-
populations faisant par exemple état d’'une capacité métastatique accrue ou d’une plus forte
résistance aux traitements (Marusyk et al., 2012). L’¢tude de la dynamique des populations au
sein de la tumeur revét donc une importance majeure pour la compréhension de la biologie des
tumeurs et le développement de la prise en charge et du suivi personnalisé des patients. Dans
cette partie, je vais détailler les différents aspects génétiques et fonctionnels de 'I'TH en énoncant

I’état actuel des connaissances et les perspectives thérapeutiques qui en découlent.

1. Origines et modeles théoriques

a. Hétérogénéité génétique

I’analyse des caractéristiques génétiques communes aux cellules tumorales, incluant 'inactivation
aléatoire du chromosome X chez la femme, la clonalité des immunoglobulines et de certaines
aberrations chromosomiques attribuent une origine monoclonale a la croissance tumorale
(Tanooka, 1988). Il est en effet communément admis que 'ensemble des cellules tumorales sont
issues d’une seule cellule ayant subis une expansion clonale. Les études récentes décrivent
toutefois quelques cas dont l'origine semble multi-clonale, mais dans la majorité des cas
Iinitiation tumorale est la conséquence d’un seul événement (Garcia et al., 2000; Parsons, 2018).
Au cours du développement tumoral chaque division cellulaire ouvre la voie a Pacquisition de
nouvelles mutations qui constituent autant d’embranchements possibles pour la diversification

génétique de la tumeur (Lynch, 2010). En 1976 Peter C. Nowell propose un modele d’évolution
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clonale basée sur le modéle Darwinien. A chaque nouvelle division les cellules évoluent de
maniere branchées formant ainsi une phylogénie arborescente qui est le résultat de la sélection de
sous populations avec une plus grande capacité a produire des cellules filles (fitness élevé)
(Nowell, 1976). Les études basées sur les techniques de séquencages de derniere génération ont
permis grace a 'analyse des fréquences alléliques, de la ploidie, du séquencage multirégional et en
cellule unique, de retracer Ihistoire évolutive de nombreuses tumeurs (de Bruin et al.,, 2014,
Gerlinger et al., 2012; Morris et al., 2016). A partir de ces études et de modeles mathématiques,
les scientifiques ont essayé d’identifier les modes évolutifs dominants lors de la progression
tumorale qui sont similaires a ceux de évolution des especes. 11 existe toutefois des différences
notables, en particulier le mode de génération par reproduction des cellules somatiques rapproche
I’évolution tumorale du mode¢le bactérien. Elle se distingue donc a la fois par le nombre tres
importants de cellules produites sur des échelles de temps courtes (plusieurs milliards dans une
tumeur) mais également par la présence d’instabilité génétique, générant des cellules avec un
phénotype fortement mutateur (Turajlic et al., 2019). Un grand nombre de modeles évolutifs qui
partagent des caractéristiques de ceux utilisés dans la génétique des populations ont été observés,
des tumeurs pouvant présenter une évolution linéaire, branchée, neutre, ou ponctuée (voir

figure...) (Davis et al., 2017). Ces modeles seront présentés dans les paragraphes suivants.

Evolution linéaire

L’idée que les tumeurs suivent une évolution linéaire vient essentiellement des études « pré-
génomiques » centrées sur un nombre limité de génes. Elle est notamment suggéré par le modéle
de lacquisition séquentielle d’événement drivers nécessaires a Iinitiation de loncogénese
colorectale (Fearon and Vogelstein, 1990). Ce modéle linéaire postule que I'acquisition d’une
mutation confere un tel avantage sélectif en termes de survie et de prolifération que les autres
cellules sont immédiatement contre-sélectionnées jusqu’a disparaitre (Figure 5.A). On parle alors
de «balayage sélectif ». Peu d’évidences suggere la validité de ce modéle d’évolution
exclusivement linéaire, toutefois certaines modélisations mathématiques proposent qu’il est
possible lors des tout premiers stades d’initiation dans un contexte ou la population est fortement
limité en nombre (Foo et al, 2011). Il est donc plus probable que lors de l'acquisition de
nouvelles mutations les clones initiaux persistent dans de faibles proportions menant ainsi a une

évolution branchée.

Evolution branchée
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De nombreuses études de séquencages de nouvelle génération ont reporté une forte polyclonalité
et des cas de mutations touchants des mémes voies dans des sous-populations différentes
(évolution paralléle) (Takahashi et al., 2007; Desmedst et al., 2015). Ces résultats supportent I'idée
que les tumeurs évoluent de manicre branchées (Figure 6.B) (Gerlinger et al., 2012; Morris et al.,
2016; Szerlip et al., 2012). En particulier, I'analyse des bases de données de plus de 3300 tumeurs
de 9 types de tumeurs différentes du consortium « Tumor Cancer Genome Atlas » (TCGA)
indique que des mutations « drivers » sont majoritairement clonales, toutefois elles apparaissent
fréquemment dans des sous-populations. Notamment, les génes ARID1A, BRAF, EGFR, KRAS
et la voie PI3K-Akt-mTOR sont régulicrement associé¢s a des sous-clones (Morris et al., 2016).
Une autre étude du méme consortium décrit également une forte ITH dans 12 types de cancers
différents. Les tumeurs possedent entre 46 et 166 clones et la plus forte hétérogénéité est corrélée
a un mauvais pronostic. De maniere intéressante, les mutations drivers sous-clonales donnant
lieux a des clones de taille réduites sont associées a un plus mauvais pronostic que ceux donnant
naissances a des clones de grandes tailles (Hazard ratio : 2,15). Ces clones dont le fitness serait
sub-optimal ou apparus plus tardivement pourraient représenter une source importante d’ITH ce
qui expliquerait en partie ces résultats (Andor et al., 2016). 1l est cependant important de noter
qu’il existe une forte variabilité inter-patients entre ces tumeurs treés probablement influencées par
I’histoire évolutive propre a chacune et les différentes pressions de sélections qui entrent en jeux
lors de leur développement. L’aspect branché de DIévolution tumorale est particulierement
intéressant car il ouvre la voie a I’étude fonctionnelle des interactions entre les différents sous-

clones tumoraux et leur environnement, ce qui sera abordé en détail dans la partie B.2.

Evolution neutre

L’évolution neutre est un phénomene évolutif non darwinien et donc indépendant de toute
pression de sélection. Dans ce modele les mutations acquises n’influent pas directement sur le
fitness des cellules et n’induisent donc pas de « balayage sélectif » (Figure 5.C). La fixation de
mutations dans les différentes sous-populations tumorales est totalement stochastique et meéne a
la dérive génétique. Bien qu’étant relativement controversé une ¢étude a montré que la
mod¢élisation mathématique de I’évolution neutre permet de prédire avec précision le nombre de
mutations ainsi que la taille des tumeurs de nombreux cas de cancers, notamment pour les
cancers de I'estomac, du colon et des poumons (Williams et al., 2016). Il est donc probable que
I’évolution neutre participe significativement a I’établissement et le maintien de I’hétérogénéité

génétique intra-tumorale. Plusieurs cas de tumeurs présentant des patterns d’évolution neutres
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ont également été reportés et ou aucune évidence d’événement sélectifs tardifs n’ont été détectés

(Ling et al., 2015).

Evolution ponctuée

Dans leur théorie écologique de I’équilibre ponctué S.J Gould et N. Eldredge stipulent que
I’évolution n’est pas un phénomene continu mais une succession de crises ponctuelles qui menent
a de fortes diversifications (spéciations) suivies de moment d’évolution lentes ou équilibres
(Figure 5.D)(Gould and Eldredge, 1993). La notion d’évolution ponctuée en cancérologie
s’inspire de cette théorie et sous-entends qu’un événement précoce est responsable d’une grande
partie de la diversité tumorale. Certaines preuves expérimentales soutiennent cette théorie,
notamment dans le cancer du colon ou I'analyse de 15 tumeurs n’a pu mettre en évidence aucune
expansion clonale localisée. De plus, linférence statistique réalisée a partir des données
génomiques supporte que I'ensemble de 'ITH apparait précocement durant le développement
tumoral (Sottoriva et al., 2015). De manicre intéressante d’autres études associent ce modele
d’évolution a des altérations affectants la ploidie ou induisant des réarrangements
chromosomiques, et de linstabilit¢ génétique (Gao et al., 2016; Stephens et al., 2011). Ces
catastrophes génomiques affectent un grand nombre de genes et vont donc avoir des effets
multiples sur I’évolution de la tumeur, les auteurs parlent alors d’évolution en « big bang ». Il est
par conséquent aisé de faire 'analogie entre ces événements et les grandes crises écologiques

responsables d’extinctions d’especes et de spéciations.

En résumé, il semblerait que l'ensemble des études réalisées sur les tumeurs humaines
soutiennent des modeles d’évolution uniques et parfois contradictoires. Il est cependant
important de noter que ces approches sont limitées et peuvent étre biaisées a plusieurs niveaux.
En effet, nombre d’entre elles déduisent la composition clonale des tumeurs en s’appuyant sur
I'analyse des fréquences alléliques dans la population totale. La profondeur de séquencage est
donc une limite importante a cette approche, en particulier pour la détection de population en
faibles proportions. De la méme manicre, les approches en cellules uniques se basent
généralement sur un faible nombre de cellules, pas nécessairement représentatives de la
population totale. De surcroit, 'analyse temporelle de I’évolution tumorale est dans la grande
majorité des cas extrapolée a partir de la composition clonale de la tumeur au moment du
prélevement. En conséquence, les clones ayant pu jouer un réle important au cours de
développement tumoral et étant non détectables ou disparus, ne sont pas pris en compte dans
I'analyse des parcours évolutifs. Quoi quiil en soit ces études fournissent de nombreuses

informations et suggerent dans leur ensemble une évolution mixte, qui pourrait dépendre de
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nombreux facteurs incluant: la cellule d’origine, les différentes altérations génétiques et leur

dynamique ainsi que les pressions de sélections (Voir Figure 6.E)
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Figure 5 - Modeéles théoriques d’évolution des cancers

(A) Modéle d’évolution linéaire ou I'apparition d’une mutation induit un avantage sélectif qui élimine
rapidement les compétiteurs. (B) L'apparition d’une altération génétique permet la diversification
clonale de la tumeur qui est alors composées de plusieurs populations distinctes génétiquement. Ces
populations vont ensuite évoluer en fonction des pressions de sélections et des interactions entre
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sous-population. (C) Evolution neutre, dans ce cas de figure la fixation d’une altération génétique est
aléatoire et non soumises aux régles darwiniennes de I’évolution. (D) Dans le modeéle de I'évolution
ponctuée, |'évolution clonale de la tumeur est dépendante d’une crise survenue ponctuellement (e.g.
instabilité génétique, traitement thérapeutique). Définissant ainsi la diversité clonale de la tumeur.
(E) Modele mixte qui regroupe I'ensemble des stratégies d’évolution énoncés précédemment
(Adaptée depuis Davis et al. 2017).

b. Hétérogénéité non génétique

Le « dogme central » de la biologie moléculaire énonce qu’a partir d’un géne codé dans la
séquence d’ADN on obtient une molécule d’ARN qui sera ensuite traduite en protéine a laquelle
on associe une ou plusieurs fonctions. Cette approche linéaire et incompléte des mécanismes
biologiques a menée a une vision « génético-centrée » du cancer et de son évolution, ou chaque
phénotype cellulaire est directement lié a des variations dans la séquence génique. Dans cette
optique, I’hétérogénéité intra-tumorale fonctionnelle n’est que le reflet de I’hétérogénéité
génétique. La révision de ce dogme a amené a modifier cette vision tronquée. Il existe en effet
plusieurs sources non génétiques d’hétérogénéité intra-tumorale qui ont un impact fonctionnel et

qui seront discutés dans cette partie (Voir Figure 6)
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L'hétérogénéité intratumorale fonctionnelle dépend du statut épigénétique des cellules, des
modifications locales de I’environnement et des pressions de sélections exercées par celui-ci, et des
variations individuelles entre les cellules qui composent la tumeur

Hétérogénéité épigénétique

Les modifications épigénétiques se définissent par des changements dans I'expression des genes
sans modifications de la séquence d’ADN. Elles se traduisent notamment par 'ajout de
groupements méthyl au niveau des bases de PADN ou la modification des histones qui régulent
larchitecture du génome (acétylations, méthylations, phosphorylations, ubiquitinylations,
sumoylations) (Allis and Jenuwein, 20106). I.’étude de ces marques épigénétiques dans le contexte
de la tumorigénese fait état de nombreux cas ou elles participent au phénotype tumoral. De
maniere intéressante, il a été montré que 'expression de nombreux genes drivers n’est pas
affectée par des mutations de leur séquence génique mais par hypo- ou hyper-méthylation de leur
promoteur ou par la modification des marques d’histones (Youn et al., 2018). Par exemple,
Phyper-méthylation du promoteur du géne Cdkn2a codant pour les protéines pl6™<** est
Figure 6 - Hétérogénéité intratumorale fonctionnelle orectal
(Liang et al., 1999). On observe également une diminution significative de la tri-méthylation de la
lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3) dans les cancers du sein, du pancréas, de I'ovaire et du
colon, ce qui induit I'ouverture des régions d’hétérochromatine (Chen et al, 2014). Ces
modifications, bien que pouvant étre transmises et maintenues au cours des divisions cellulaires,
sont soumises a de nombreuses variations dues a 'actions des enzymes qui controlent leur
édition. En conséquence, elles constituent une grande source d’ITH et plusieurs études ont mis
en évidence une répartition hétérogene des marques épigénétiques dans plusieurs régions d’une
méme tumeur (Mazor et al.,, 2016). En se basant sur des approches similaires a celles utilisées
avec les données génomiques, plusieurs groupes ont déduit I’histoire évolutive de la tumeur a
partir des statuts de méthylation de PADN. Il semblerait que dans une grande majorité des cas il
existe une forte corrélation entre les trajets évolutifs obtenus a partir des mutations somatiques et
ceux issus de P'analyse du méthylome, en particulier dans le cadre du cancer de prostate (Brocks et
al., 2014) et du carcinome hépatocellulaire (Ding et al., 2019). Ces données peuvent s’expliquer
par le fait que les altérations de I’épigénome sont la conséquence directe des mutations survenues
au niveau des enzymes qui les controlent (méthylases et déméthylases). En revanche, leurs

conséquences sur DIhétérogénéité intra-tumorale fonctionnelle restent assez mal définis;
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notamment une étude a montré que hyperméthylation de promoteurs dans certaines régions de
la tumeur ne modifiait pas nécessairement 'expression des genes associés (Aryee et al., 2013). Ces
résultats suggerent I'implication d’autres mécanismes de régulation, comme par exemple les
modifications d’histones ou de la structure 3D du génome. En particulier, une étude a mis en
évidence différents niveaux d’expression d’histone H1.0 au sein de glioblastomes. I’inhibition de
son expression, elle-méme sous controle épigénétique, permet de maintenir les cellules dans un
¢état indifférencié nécessaire a la progression tumorale. Au contraire, sa ré-expression induit la
différenciation et ralentit le développement de la tumeur (Torres et al., 2016). En résumé, bien
que directement influencées par Dhétérogénéité génétique, laspect pléiotropique des

modifications épigénétiques constitue une source importante d’hétérogénéité fonctionnelle.

Hiérarchie cellulaire et cellules souches cancéreuses

Iétat de différenciation de la cellule constitue également une source d’hétérogénéité intra-
tumorale Ce mécanisme est étroitement régulé par, a la fois des facteurs environnementaux
extrinseques, expression des genes et les divisions asymétriques (Alvarado and Yamanaka, 2014).
Dans les années 90, des sous-populations de cellules tumorales (CD34"; CD38) ont été isolées a
partit de leucémies myéloides (AML). Leur analyse a montré qu’elles présentaient des
caractéristiques de cellules souches, tout en étant les seules a pouvoir induire des tumeurs une
fois injectées dans des souris immunodéprimées (Lapidot et al., 1994; Bonnet and Dick, 1997).
Ces cellules sont plus vraisemblablement issues de la dédifférentiation des cellules qui acquierent
des marqueurs de cellules souches et un fort potentiel tumorigénique. Cette découverte, associée
a I'identification de cellules avec un phénotype « souche » dans de nombreux types de tumeurs, va
mener a reconsidérer le modele de I'évolution clonale comme source d’hétérogénéité intra-
tumorale. Dans sa version la plus extréme, le modele des cellules souches cancéreuses (CSC) se
place en opposition a celui de I’évolution clonale et soutient que seul un faible nombre de cellules
souches est responsable de 'ensemble de I’hétérogénéité des tumeurs. Ces cellules sont définies
par des marqueurs moléculaires (ALDH1A1, CD133, CD44 etc...) et plusieurs études mettent en
lumiere leurs implications dans la formation des métastases et les résistances aux traitements
(Visvader and Lindeman, 2008). Ce mode¢le linéaire, similaire a celui de la différenciation des
cellules saines, a toutefois été revisité notamment suite aux échecs de la plupart des approches
thérapeutiques visant a cibler les CSC (Rahman et al., 2011). Une raison majeure de cet échec

vient de la capacité de certaines cellules tumorales a transiter d’un état différentié a un état souche
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via un procésuss de dédifférentiation. Il s’agit ici d’un des aspects de la plasticité tumorale
englobant I'ensemble des changements phénotypiques réversibles. Il existe de nombreuses
évidences d’une telle plasticité, en particulier les équipes de R.A. Weinberg et d'A. Puisieux ont
montré que des cellules différenciées issues de tumeurs mammaires (CD44°/CD24" ) pouvaient
suite 2 I'induction de P'EMT acquérir un phénotype souche (CD447/CD24) ayant la capacité
d’induire des tumeurs en xénogreffe (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008). D’autres études
montrent que cette plasticité est sous le controle de mécanismes épigénétiques ou de la niche
environnementale (Chaffer et al., 2013; Hamada et al., 2012). En résumé de trés nombreuses
études s’accordent sur le fait que DIétat de différenciation des cellules tumorales impacte
grandement les aspects fonctionnels de I'’hétérogénéité intra-tumorale. Cependant, la vision
actuelle de ce mécanisme est un modele mixte, dans lequel la plasticité cellulaire, les altérations

génétiques et épigénétiques contribuent a créer des populations complexes et hétérogenes.

Fluctuations de I'expression génique et hétérogénéité quantitative

I’analyse des populations cellulaires tumorales a mis en évidence une variabilité transcriptomique
et protéomique indépendante des facteurs génétiques. Les causes intrinseques de ces fluctuations
sont en partie liées aux mécanismes d’expression des genes, par exemple pour un gene donné le
nombre d’événements de transcription ou le nombre d’ARNm produit a chaque événement
influe sur le paysage transcriptionnel de la cellule. De la méme maniére la prise en charge ou non
de ces ARN par la machinerie traductionnelle va impacter la distribution protéique (Singh and
Soltani, 2013). De plus, les variations extrinseques de I'environnement, comme la concentration
locale en ligands ou enzymes, peuvent également impacter cette hétérogénéité de maniere « non
cell autonomous ». Ces différences quantitatives sont considérées comme étant essentiellement
stochastiques, on parle alors de « bruit » lié a Pexpression génique ou aux réseaux de signalisation.
En conditions normales, ces variations sont limitées et régulées notamment via la présence de
boucles de rétrocontroles négatifs (Nevozhay et al., 2009). Dans certains cas cependant, elles ont
des conséquences fonctionnelles. Une étude a, par exemple, mis en évidence la présence de
populations «outlier » dans des progéniteurs hématopoiétiques. Ces populations ont été
identifiées grace au niveau d’expression de Sca-1, qui suit une distribution gaussienne. De
maniere intéressante, en fonction du niveau d’expression de Sca-1(low, medium ou high) les
cellules se différencient plutot en cellules myeloides ou en cellules erythroides (Chang et al.,
2008). Dans un contexte pathologique et notamment dans le cadre du cancer, ces fluctuations
sont exacerbées, particuliecrement via les variations de nombres de copies des oncogenes ou

I’haploinsuffisances des suppresseurs de tumeurs. Par exemple, la perte d’un alléle de la protéine
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NF1, qui contréle I'hydrolyse du GTP lié a la protéine RAS, augmente le bruit d’expression
génique et favorise la formation de structures dendritiques des mélanocytes (Kemkemer et al.,
2002). L’analyse « en cellule unique » des tumeurs a également mis en évidence cette variabilité
stochastique (Fasterius et al., 2019; Sharma et al., 2019). Par exemple, une équipe a développé un
modele permettant de mesurer P'activité de la voie IGF-1/PI3K/AKT en utilisant le facteur de
transcription FOXO1 comme rapporteur. Il a été montré que bien qu’elles soient stables au cours
du temps, les réponses individuelles a une ou plusieurs doses ’IGF-1 sont tres différentes au sein
de la population. De plus, cette hétérogénéité concernant lactivité signalétique a également un
effet sur la réponse a un inhibiteur de PI3K (Gross et al., 2019). Il est de ce fait probable que ces
différences conferent des avantages sélectifs liées au « fitness » cellulaire et ladaptation a

Penvironnement

le micro-environnement tumoral

De nombreux cas de cancers présentent une distribution spatiale hétérogene du
microenvironnement tumoral (Yuan, 2016). Ces différences a la fois quantitatives et qualitatives
sont susceptibles d’influer sur le développement tumoral et les pressions de sélection. En
particulier, Iaccessibilité aux ressources, aux facteurs de croissances et aux cytokines est tres
différente en fonction de la proximité des cellules tumorales avec les structures environnantes.
Par exemple, une faible densité en vaisseaux sanguins ne permet pas une oxygénation efficace de
la tumeur et est donc susceptible de favoriser les populations adaptées a ces conditions de stress
(Alfarouk et al,, 2013). La localisation spatiale des cellules tumorales affecte également les
contraintes mécaniques auxquelles elles sont soumises. Notamment une étude a montré quune
MEC tres rigide, en particulier dans les régions péri-tumorales, induit une EMT et la formation
de métastases via la translocation nucléaire du facteur de transcription TWIST-1 (Wei et al.,
2015). La capacité des cellules immunes a agir directement sur la viabilité des cellules tumorales
en fait aussi une source importante ’ITH (Yuan, 2016). En particulier, une étude réalisée sur
différentes régions de 415 CRC a montré qu’ il existait une corrélation entre le type, la densité et
la localisation de I'infiltrat immunitaire et le pronostics clinique des patients (Galon et al., 2000).
La réaction immunitaire anti-tumorale (immuno-editing), permet la reconnaissance des néo-
antigénes tumoraux par les L'Tc ce qui participe fortement a I’établissement des pressions de
sélections au sein de la tumeur (Matsushita et al., 2012). De manicre intéressante, ’équipe de
Charles Swanton a montré que les cellules présentant des mutations sous-clonales avaient un plus
fort potentiel immunogene que celles avec des mutations clonales (McGranahan et al., 2016). Ces

dernieres développent le plus souvent des mécanismes d’évasion immunitaire qui correlent avec
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la perte d’hétérozygotie des molécules HLA et la présence d’instabilité génétique (Angelova et al.,
2018; McGranahan et al., 2017). Des études mesurant temporellement I'infiltration immunitaire et
son lien avec I'I'TH dans les métastases ont également abouti a estimer 'impact de 'immuno-
editing sur la progression tumorale, qui permet la sélection de clones agressifs associés a risque

important de récurrence (Angelova et al., 2018; Jiménez-Sanchez et al., 2017).

En résumé, les causes d’hétérogénéité intra-tumorale sont nombreuses et interconnectées. De
plus en plus d’études ont alors commencé a associer Iétude de I'hétérogénéité génétique,
épigénétique et environnementale. En raison des limitations techniques et de la disponibilité
limitée du matériel biologique ces approches restent la plupart du temps limitées a des
observations ponctuelles réalisées sur un faible nombre de patients, ce qui rend les conclusions
générales difficiles. Il est donc important de s’appuyer sur les modéles 7z-vivo permettant de
s’affranchir de ces contraintes. Ces derniers autorisent notamment 1’étude des interactions
¢écologiques au sein de la tumeur, un aspect essentiel pour la compréhension des conséquences
fonctionnelles de Ihétérogénéité intra-tumorale que je vais développer plus en détail dans la

partie suivante.

2. Hétérogénéité phénotypique et dynamique des populations

Dans la partie précédente nous avons discuté le fait qu’une tumeur soit constituée de
populations cellulaires distinctes du point de vue génétique et/ou phénotypique. La cellule
tumorale est traditionnellement définie par I'acquisition des « Hallmarks of cancer » (Hanahan
and Weinberg, 2011). Il semble peu probable qu'une cellule donnée présente 'ensemble de ces
caractéristiques simultanément. Il est donc intéressant d’appréhender les hallmarks au travers du
spectre de I’hétérogénéité clonale. Dans ce contexte, chaque cellule ou population cellulaire prend
part au développement tumoral en arborant des caractéristiques propres qui ne sont pas
nécessairement partagées par 'ensemble de la tumeur. Dans certains cas, une altération génétique
se traduit en un phénotype ayant des conséquences uniquement sur la cellule ou elle est présente
(cell autonomous). Dans d’autres, expression ou la sécrétion d’une protéine donnée peut avoir
un impact sur les cellules environnantes ou sur le microenvironnement (non cell autonomous).
Cette approche suggere que la tumeur est également un lieu d’interactions biologiques complexes
(Tabassum and Polyak, 2015). Ces interactions sont particulicrement intéressantes car elles
conduisent a la mise en place des forces sélectives qui préfigurent Ihistoire évolutive de la

tumeur. Dans cette partie nous allons détailler le type d’interactions qui interviennent au cours du
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développement tumoral tout en essayant de comprendre comment cette dynamique

populationnelle faconne la composition clonale des tumeurs.

Les Interaction clonales

L’étude des interactions biologiques vise a identifier 'impact qu’une population « A » va
avoir sur une population « B », voire sur ’ensemble des populations qui composent son milieu.
Les conséquences de ces interactions peuvent étre déléteres, bénéfiques ou neutres et vont
grandement influencer I’histoire évolutive et la dynamique des populations du milieu étudié (voir
Table 2) (Lidicker, 1979). Dans le contexte qui nous intéresse ces interactions peuvent étre
regroupées sous les termes de compétition et coopération cellulaire. Ces interactions tumorales
complexes sont toutefois restées théoriques pendant de nombreuses années en raison des
difficultés techniques empéchant leur mise en évidence. Le développement des suivis du lignage
cellulaire combinés aux modeles d’études animaux ont cependant permis I'étude de la dynamique

des populations tumorales.

Tableau 2 - Interactions écologiques entre clones tumoraux

Type d’interaction Population A Population B
Compétition Négative Négative
Amensalisme Neutre Négative
Prédation/ Parasitisme Positive Négative

Neutre Neutre Neutre
Commensalisme Positive Neutre
Mutnalisme Positive Positive

Synergisme Positive (+nouvelle fonction)  Positive (+nouvelle fonction)

La compétition cellulaire

Les interactions négatives ou compétitives sont susceptibles de ralentir et limiter le
développement tumoral en impactant les populations cellulaires de différentes maniéres. En
effet, la compétition cellulaire faisant intervenir plusieurs parties est globalement nocive pour
I'ensemble des populations impliquées. Cet environnement compétitif s’engage notamment dans

un contexte ou la quantité de ressources ou d’espace disponible est limitée par rapport a la
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demande croissante. Cet environnement a donc tendance a limiter la diversité clonale de par
I’élimination des clones inaptes (looser) et la sélection des clones les plus adaptés (winner). Par
ailleurs, la sécrétion d’un facteur cytotoxique peut quant a elle impacter négativement les cellules
avoisinantes sans toutefois affecter la cellule productrice qui y est insensible. Cette autre classe
d’interaction qui est neutre pour un groupe donné mais délétére pour d’autres s’appelle
I'amensalisme. C’est notamment ce qui a été décrit dans un article ou les auteurs ont montré que
les hépatocytes sains entourant le tissu tumoral agissaient directement sur les cellules tumorales
pour en limiter la croissance. Cette action passe par l'activation de la voie YAP/TAZ dans les
hépatocytes péri-tumoraux qui induisent alors la mort des cellules tumorales par un mécanisme
indépendant de I'apoptose. De plus, P'activation de la voie YAP/TAZ dans les cellules tumorales
protege contre cette cytotoxicité induite par le tissu environnant, limitant ainsi la diversité clonale
de la tumeur (Moya et al., 2019). 1l existe également deux autres types d’interactions négatives :
le parasitisme ou une espece va se développer aux dépens d’une autre, et la prédation au cours de
laquelle Tespéce bénéficiaire consomme la biomasse d’une autre espéce causant directement la
mort de 'individu. Bien que ces interactions n’aient pas d’équivalents directs connus dans un
contexte tumoral, 'action du systeme immunitaire que j’ai présenté dans la partie 1.3.d peut étre

considérée comme une forme particulicre de prédation.

La coopération cellulaire

Les interactions positives, généralement regroupées sous le terme de coopération, sont
également subdivisées en plusieurs catégories. En cas d’interaction mutualiste, une population
« A » participe au développement d’une population « B » et réciproquement. L’effet synergique se
distingue de la relation de mutualisme par le fait que 'avantage coopératif accordée n’apparait que
lorsque ces populations sont rassemblées, il s’agit de 'apparition d’une nouvelle fonction issue de
la coopération des parties. Par exemple, une équipe a mis en évidence I'interaction synergique
entre des cellules de mélanome humain ayant des propriétés dépendantes de I'expression du
facteur de transcription associé a la microphtalmie (MITT). Les cellules MITF low sont fortement
invasives et peu prolifératives alors que les MITF high sont peu invasives et fortement
prolifératives. La co-injection de ces deux populations dans des poissons zebres permet
lacquisition d’'un phénotype migratoire de type dissémination collective, qui repose sur la
sécrétion de protéases (MMP) et le remodelage de la matrice extracellulaire par les cellules
tumorales. Etonnamment, les cellules MITF low migrent selon un mode différent lorsqu’elles
sont associées aux MITFE high. Ces dernicres qui ne sont habituellement pas capables de

disséminer lorsqu’elles sont seules, acquierent un phénotype migratoire grace a leur interaction
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avec les MITF low. Dans ce contexte, la colonisation est indépendante de la matrice
extracellulaire et ressemble a une migration de type amiboide dont la transition semble orchestrée
par un facteur sécrété par les cellules MITE high (Chapman et al., 2014). Bien qu’il ne soit pas
clair si la dissémination collective constitue un avantage ou non pour les cellules MITF low, elle

permet la formation de métastases oligo-clonales avec un plus fort potentiel prolifératif.

Finalement, le commensalisme est un autre type d’interaction ou une population cellulaire
apporte un avantage sélectif a une ou plusieurs populations sans toutefois en bénéficier elle-
méme. Ce type d’interaction peut mener a I'émergence de cellules avec un fort potentiel
prolifératif qui engendre alors l'effondrement du systeme coopératif. En effet, ces cellules
profitent des ressources mise a leur disposition sans contribuer a 'essor des populations qui les
entourent menacant ainsi la survie des cellules « nourricieres ». On parle alors de « cheaters » ou
« free-riders ». A titre d’exemple I'utilisation du modele drosophile a permis d’identifier la

o . . oy
coopération entre des cellules exprimant oncogéne RAS®™

et des cellules ayant subis une
délétion de la protéine Scribble, connue pour son role dans la mise en place de la polarité apico-
basale. En effet, ces altérations seules ne sont pas suffisantes pour induire la croissance tumorale
dans les disques imaginaux de la drosophile. Cependant, la combinaison de ces deux événements
oncogéniques qu’ils soient exprimés de maniére «cell autonomous» ou non, autorise la
formation de tumeurs invasives. Plus précisément, les auteurs ont montré que la délétion de
Scribble induit un mécanisme de prolifération compensatoire qui passe par l'activation de la c-
Jun-NH2 Kinase (JNK) induisant la sécrétion des cytokines Unpaired (Upd). L’expression des

G12v

genes Upd active alors la voie JAK/Stat dans les cellules RAS™'“" permettant ainsi la croissance

tumorale. Les tumeurs une fois développées sont majoritairement composées de cellules RAS®'?"
qui sont maintenues malgré la trés faible proportion voire I’'absence des cellules scrib”". En effet,
les auteurs ont montré qu’une fois leur croissance initiée grace aux cellules scrib”", les cellules
RAS®"® se maintenaient via une boucle de rétro-controle permettant I'expression autonome de la
JNK (Wu et al., 2010). Ce mode de coopération met donc bien en évidence un type d’interaction
commensale. De plus, bien quinduisant effectivement la formation de cellules « cheaters », ces
derniéres parviennent a se maintenir en produisant elles méme les signaux nécessaires a leur
survie. Un autre cas de coopération similaire a été observé en utilisant un modéle murin de
carcinome pulmonaire a petite cellules (SCLC). En effet, I'analyse des lignées issues de ces
tumeurs a soulignée lexistence de cellules majoritairement neuroendocrine (NE) tout en
maintenant une faible proportion de cellules non neuroendocrine (NEN). Tandis que la greffe

sous cutanée de lignées purement NEN ou NE donnent lieu a des tumeurs a croissance lente et

non invasive, le mélange des deux lignées induit des tumeurs a croissance rapide qui forment des
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métastases dans le foie et les nceuds lymphatiques. Etonnamment, alors que les tumeurs primaires
sont composées des deux types cellulaires, suggérant un mode de coopération mutualiste, les
métastases sont quant a elles essentiellement constituées de cellules NE. L’acquisition du
phénotype migratoire se fait donc par le biais dune interaction commensale favorisant

uniquement les cellules NE (Calbo et al., 2011).

Bien qu’elles nous renseignent sur la nature des interactions pouvant intervenir lors de la
tumorigenese ces études restent limitées a I’étude des interactions entre deux sous-clones
tumoraux, ce qui est peu représentatif de la réalité. L’équipe de Kornelia Polyak a cherché a
appréhender ces questions de manicre plus globale en étudiant les interactions clonales de 18
sous populations issues de la méme lignée de cancer mammaire MDA-MB-468 (Marusyk et al.,
2014). L’injection dans le tissu graisseux mammaire de chacun de ces 18 clones en combinaison
avec la population parentale (1:18) n’induit un avantage de croissance tumorale que pour 2 sous-
clones exprimant CCL5 et IL11. De manicre intéressante ces clones ne sont pas ceux ayant subis
la plus forte expansion clonale dans la tumeur initiale. En particulier, les cellules exprimant I1.11
augmentent également fortement la croissance des cellules parentales, ce qui est caractéristique
d’un effet « non-cell autonomous ». De plus, les injections poly-clonales des 18 sous-clones induit
la formation de tumeurs agressives et fortement métastatiques. Cet effet est perdu lorsque les
clones IL11 et FIGF sont retirés de la combinaison ce qui confirme un effet systémique de ces
deux clones sur ensemble de la tumeur. La présence d’une telle diversité, source de compétition
entre les différentes parties, permet la maintenance du clone IL11 et donc empéche
I'effondrement de la tumeur. En effet, le clone IL11 est rapidement éliminé lorsqu’il est injecté en
combinaison avec un clone qui présente une expansion rapide (LOXL3), empéchant donc une
croissance tumorale efficace. Ces résultats mettent en exergue l'existence d'un équilibre subtil des
interactions clonales facilitant la tumorigenese. Plus récemment, les mémes auteurs ont identifié
le mécanisme moléculaire responsable du phénotype pro-migratoire induit par la sécrétion
d’IL11. Le traitement avec un anticorps bloquant des neutrophiles empéche la migration
métastatique dépendante de I'IL11. A Pinverse, le méme traitement en absence d’IL11 augmente
significativement la formation des métastases. Ces résultats suggerent que I'expression d’IL11
induit chez les neutrophiles une transition d’un état anti-tumorigénique a pro-tumorigéniques

(Janiszewska et al., 2019).

La vision darwinienne des interactions entre les sous clones tumoraux et leur environnement que

j'al résumé brievement dans ce chapitre permet d'appréhender des aspects importants de
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l'évolution de tumeurs. 11 est particulierement intéressant de souligner que certaines populations
cellulaires permettent la mise en place d’un équilibre dynamique autorisant la croissance tumorale
tout en maintenant une diversité clonale constante. A l'inverse, 'émergence d’un clone « free-
rider » peut mener a une forte réduction de la diversité clonale ou a I'effondrement du systeme
tumoral. La compréhension des mécanismes et des altérations géniques menant alternativement a
la diversification ou a l'uniformisation clonale pourrait s’avérer essentielle au développement de
stratégies thérapeutiques innovantes. En effet, il pourrait etre intéressant de traiter les patients
avec une drogue « A » permettant de limiter la diversité clonale et donc favoriser I’émergence de
populations dépendantes de leur mécanisme de résistance. Par la suite le traitement avec une
drogue « B» ciblant le mécanisme d’addiction de la population émergente devrait permettre
I’élimination de la tumeur. Toutefois, ces approches présentent encore plusieurs limitations.
Notamment la plasticité tumorale, traduisant la capacité des cellules a s’adapter aux stress
environnementaux en modifiant leur profil transcriptomique, risque de permettre une adaptation,
qui a de fortes chances de contrecarrer cette stratégie. De la méme maniére une forte instabilité
génétique de certaines populations tumorales favoriserait ’émergence de nouveaux clones
tumoraux résistants aux thérapies employées. De plus, 'évaluation de I'hétérogénéité clonale
donne généralement une information binaire en désignant la présence ou l'absence dun
marqueur moléculaire qui définit ainsi la population clonale étudiée. Pourtant, comme argumenté
plus haut, les différences quantitatives dans I’activation de certaines voies de signalisations sont
susceptibles d’avoir des conséquences phénotypiques importantes. Par conséquent, les réponses a
la drogue « B » visant a cibler la population émergente risquent d’étre différentes au sein de cette
population. Ces différences quantitatives d’activation sont particuliecrement pertinentes dans le
cadre de la voie RAS/MAPK, qui est la cible de nombreuses stratégies thérapeutiques et qui a fait
I'objet de mon travail de theése. Dans la partie suivante je vais développer en détail cette voie de
signalisation en me concentrant particulicrement sur la régulation spatio-temporelle de son

activité.

1. La signalisation RAS

Les protéines de la famille RAS sont des petites GTPase au centre d’un réseau complexe de

signalisation intracellulaire dont la voie la plus connue est celle des « Mitogen-activated protein
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kinases » (MAPK). Ces nombreuses voies de signalisation controlent plusieurs fonctions
essentielles a la cellule et Porganisme comme : la régulation du cycle cellulaire, la prolifération, la
résistance a 'apoptose, la mise en place de la polarité cellulaire et du cytosquelette, la migration, le
métabolisme, la sénescence et linflammation. Ces fonctions sont étroitement liées aux
« hallmarks of cancer » ce qui fait de la signalisation RAS I'une des voies les plus souvent altérées
lors de 'oncogénése. RAS est en effet I'un des premiers oncogenes a avoir été identifié et environ
30% des cancers présentent des mutations activatrices de la protéine, de surcroit les principaux
acteurs se trouvant en aval ou en amont de la signalisation sont également fréquemment altérés
(Dorard et al., 2017a). Dans cette partie je vais décrire les principaux intervenants de cette

signalisation et ses mécanismes de régulations en me concentrant principalement sur la voie des

MAPK.

1. Ligands, récepteurs et régulateurs en amont de la voie

Les signaux initiaux d’activation de la voie RAS/MAPK sont essentiellement
extracellulaires. Les cellules sont en effet capables de sécréter des facteurs de croissance qui en
fonction de leur capacité a diffuser ou a étre captés vont avoir une action autocrine, paracrine ou
endocrine. Ces facteurs sont des hormones peptidiques comprenant les familles des « epidermal
growth factors (EGF) », «fibroblast growth factors (FGF)», «hepatocyte growth factors »
(HGF), I'insuline et les « insulin-like growth factors (IGF), les « neural growth factors (NGF) et
les « Plateled derived growth factors (PDGF). Ces ligands présentent une forte affinité pour les
membres spécifiques de la famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK) dont le plus étudié est le
récepteur a TEGEF (EGFR) (Braicu et al., 2019). La fixation du ligand sur son récepteur induit un
changement conformationnel qui permet la dimérisation de ce dernier. Les domaines tyrosines
kinases intracellulaires sont alors activés et ’hydrolyse de PATP permet I'auto phosphorylation du
récepteur et la transduction du signal (Hubbard and Miller, 2007). Cette modification ancre le
domaine SH2 de la protéine GRB2 au récepteur. Les domaines SH3 de GRB2 interagissent alors
avec SOS, une protéine de la famille des GEF pour « Guanine Exchange Factors ». L activation
de SOS induit son interaction avec RAS qui est alors activé. En effet, SOS libere RAS de son
GDP ce qui fixe une molécule de GTP dont la concentration dans le cytoplasme est dix fois
supérieure au GDP. Une fois la cascade de signalisation induite, RAS-GTP est normalement

inactivé suite a sa liaison avec RASGAP ou NF1 des protéines GAP (GTPase activating protein)
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augmentant d’'un facteur 1000 la capacité de RAS a hydrolyser le GTP en GDP (Margolis and
Skolnik, 1994). Ce mode d’activation de RAS, représenté sous la forme d’un interrupteur binaire,
a mené a 'adoption d’une vision simplifiée de la voie des MAPK transitant continuellement d’un
état actif a inactif. Toutefois, en 1994, deux études mettant en évidence 'importance de I'intensité
et la durée d’activation de la signalisation ont été simultanément publiées (Dikic et al., 1994;
Traverse et al., 1994).. En effet, alors que la stimulation de cellules PC12 par le NGF induit une
forte activation de la voie MAPK et la différenciation de ces cellules en neurones, la stimulation a
IEGF ou a linsuline n’induit quant a elle qu'une activation transitoire de la voie tout en
maintenant les cellules dans un état prolifératif. La surexpression des récepteurs a 'insuline ou a
IEGF induit également une activité de signalisation importante et la différenciation des PC12 en
neurones. Ces résultats sont particulicrement intéressants dans le contexte du cancer car
Pamplification des génes controlant 'expression des récepteurs ou des ligands d’activation de la
voie MAPK fait également partie la panoplie des processus de transformation. Ces modifications

affectent donc ’activation de RAS et des effecteurs situées en aval.

2. Les petites GTPase RAS

11 existe 4 isoformes de la protéine RAS qui sont HRAS, NRAS, KRAS4a et KRAS4b, les deux
derniers étant issus de ’épissage alternatif de KRAS. Les parties N-terminales et centrales des
différentes isoformes présentent un pourcentage d’homologie d’environ 85%. Ces séquences
contiennent les domaines GTPase et les séquences effectrices de RAS. Du fait de cette
importante homologie, ils devraient tous les quatre ¢tre capables de se lier aux mémes effecteurs.
Il existe cependant des différences quantitatives quant a leur affinité vis-a-vis des différentes
cibles situées en aval de la signalisation (Simanshu et al., 2017). Par exemple, une équipe a
montré que KRAS ¢était plus efficace que HRAS pour recruter RAF-1 a la membrane plasmique
alors que HRas présentait une meilleure affinité pour PI3K (Yan et al, 1998). Toutefois, ces
différences sont également dépendantes du contexte cellulaire. En effet, une autre étude, réalisée
dans des hépatocytes primaires de rats, a montré que I'expression d’un mutant constitutivement
actif de HRAS induisait la prolifération et la survie via lactivation simultanée de la voie
ERK/RSK et PI3K. En revanche, P'expression des mutant de KRAS induit un phénotype
similaire exclusivement via 'activation de la voie PI3K (Rosseland et al., 2008). En outre, la
région C-terminale, aussi appelé région hypervariable, differe fortement entre les isoformes. Cette
région est essentielle car elle permet I'adressage et I'ancrage de RAS a la membrane via la

farnesylation ou palmitoylation d’un résidu cystéine. Chacun des isoformes posséde un site de
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farnesylation, cependant HRAS possede 2 sites de palmitoylation, NRAS et KRAS4a un seul,
tandis que KRAS4b en est dépourvu, mais possede une longue région polybasique. Ces
différences impactent notamment le trafic vésiculaire, le recyclage et les interactions
membranaires des 4 isoformes et ont des conséquences sur la signalisation et leur potentiel

oncogénique (Castellano and Santos, 2011; Wang et al., 2015).

Les altérations oncogéniques de RAS sont des mutations ponctuelles qui se concentrent
majoritairement sur 3 codons. Les glycines 12 et 13 sont fréquemment remplacées par un
aspartate (D), une arginine (R), une cystéine (C), ou une valine (V) et la glutamine 61 est souvent
échangée pour une arginine, une histidine (H), une leucine (L)) ou une lysine (K). Ces mutations
touchent le domaine GTPase de la protéine, ce qui limite I'activité GTPasique intrinséque de la
protéine et empéche linteraction efficace avec les domaines catalytiques des GAP. En
conséquence, les mutant de RAS sont maintenus dans une forme active, liée au GTP (Scheffzek

etal., 1997) (Voir Figure 7) .

RAS-GEF (SOS, GRF2...)

mutation
H-RAS
K-RAS
N-RAS
Inactive & Active

v Effectors (RAF, PI3K...)

RAS-GAP (NF1, RASAL...)

Figure 7 - La protéine RAS switch binaire et mutation oncogéniques



Ces différentes substitutions ne sont cependant pas équivalentes, par exemple une étude récente a
montré que le codon GI12D était le plus efficace pour initier la tumorigénese colique et
pancréatique dans des modeles génétiques de souris (Zafra et al., 2020). De plus, les auteurs de

SGlSD et

cette étude ont aussi montré que les organoides pancréatiques issus des tumeurs RA
RAS®™ sont sensibles aux inhibiteurs I’EGFR alors que ceux issu des tumeurs RAS* y sont
résistants. Dans ce scénario, la signalisation provenant de la RTK amont (ici 'EGFR)
contribuerait au maintien de la forme active de deux premiers mutants de Ras. De manicre
intéressante, le traitement des organoides RAS®®” avec un siRNA ciblant la protéine GAP NF1
prévient cette sensibilité. Ces résultats suggerent donc que certains des mutants maintiennent une
faible activité GTPase pouvant avoir des conséquences fonctionnelles sur I'intensité d’activation
de la voie. Plusieurs sources suggerent également que RAS forme des dimeres qui sont
importants pour son activité signalétique. En effet, il a été montré qu’en cas de mutation
héterozygote de RAS la perte de I'allele sauvage favorise la progression tumorale. Cela suggere un
role suppresseur de tumeur de RAS sauvage via sa compétition directe ou indirecte avec la forme
mutée (Bremner and Balmain, 1990). Ces résultats ont été corroborés par plusieurs études
récentes. Par exemple, des cellules de cancer du poumon possédant deux alleles mutés de
KRASY'™P présentent un avantage sélectif, a la fois ex vivo et in vivo, par rapport aux cellules
KRAS"™™T Dans ce contexte, ’avantage conféré par la perte de I’alléle sauvage passe par une
transition vers un état métabolique glycolytique (Kerr et al., 2016). Une autre étude a également
confirmé que I'expression de I'allele sauvage de KRAS limite la prolifération et la tumorigenicité
des MEF et des cellules épithéliales pulmonaires. De maniere intéressante, 'expression d’un

mutant RASP?Q

, empéchant la dimérisation de KRAS sans toutefois impacter son activité
GTPase, phénocopie la perte de l'alléle sauvage. De plus I'inhibition de la dimérisation de KRAS
oncogénique impacte également sa capacité a activer efficacement la voie des MAPK (Ambrogio
et al., 2018a). Alors que les mutations de KRAS sont les plus fréquentes dans un grand nombre
de tumeurs humaines (Figure 8), HRAS est quant a lui trés fréquemment associé a I'apparition de
carcinome hépatocellulaire murins (Reynolds et al., 1986; Wiseman et al., 1986). De plus, une
étude a montré que Iexpression iz vivo de KRAS®P dans un modéle murin n’avait aucun effet
sur la croissance la croissance des hépatocytes quiescents alors qu’a l'inverse Iexpression de

HRAS®® induisait leur prolifération I'apparition de lésions pré-néoplasiques (Figueiredo et al.,

2012)
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En résumé, 'ensemble des données présentées dans cette partie suggerent qu’en fonction de son
type d’altération génétique ou du nombre de copies exprimées, 'oncogene RAS est susceptible
d’induire des réponses différentes quant a I'activation de ses effecteurs. Cette variabilité fait écho
aux différences observées concernant les isoformes et mutations les plus fréquemment retrouvés
en fonction du type de cancer (voir Figure 8). Cela souligne également que les conditions

optimales pour 'initiation tumorale liée a RAS sont tres différentes en fonction du contexte.

PDAC Rectum adenocarcinoma Plasma cell myeloma Colon adenocarcinoma
5 KRAS G120 5 | NRAS O61R 53% RAS G120 10.3%
NRAS  O61K  5.0%
KRAS O61H 43% il
KRAS GI12C  2.3% NRAS O61H 2.5% || KRAS GI12C 26%
KRAS G125 1.2% | [NRAS OB1K 2.3% KRAS G12A 18% || KRAS G125  1.8%
KRAS OQ61H 1.1% | |KRAS GI25 2.2% KRAS G120 1.7% || KRAS GI12A  1.8%
KRAS G12A 1.0% | [KRAS Gi2A 1.8% ||NRAS 061l 16% || NRAS 061K 1.2%
KRAS G13D 0.6% | [NRAS G120 11% KRAS G130 1.5% || NRAS G120 1.0%
NRAS A591  0.2% | [NRAS O6IR  1.0% | [NRAS G13D 1.3% || NRAS O61R  07%
KRAS Q61R 0.2% | [NRAS O61H 1.0% NRAS G120 11% || KRAS GI2R 03%

Bile duct carcinoma CMML AML Melanoma

NRAS G170 39% | [ ST IET
KRAS G122V 4.0% KRAS G1iD  L7% NRAS G13D 2.3% NRAS Q61K 59%
KRAS G125 2.2% NRAS G12V  14% KRAS Gi12D 1.4% NRAS Q61L  1.70%
KRAS G1i:C 21% NRAS G13D  1.4% NRAS O61R 14% NRAS O61H 0.7%
NRAS OG61R  14% | |KRAS A146T 1.1% | |[NRAS O61K 13% || NRAS G12D 05%
KRAS G12A 13% | |[NRAS GI12R  1.0% | |KRAS G13D 12% || HRAS O61K DA%
KRAS G13D 1.2% NREAS GI13V  08% NRAS G125 1.1% | KRAS G122V 03%
NRAS G120 0.8% KRAS GI1ZR  0.8% NRAS G13R 0.0% NRAS G13R  03%
KRAS G12R  0.7% KRAS G125  0.6% NRAS 0O61H 0.6% NRAS G13D  03%
NRAS G13R 0.6% KRAS ~ G12C 0.6% KRAS G132V 0.5% KRAS G125 02% |

LUAD Rhabdomyosarcoma Endometrium carcinoma Salivary gland carcinoma

HRAS _OBIR 3.9%

NRAS.  Q61H  2.2% HRAS  GI3R 1.7%

KRAS G12D KRAS G120 1.5% G130 HRAS G12V_ 13%
KRAS G12A HRAS 061K 1.3% G12A HRAS 061K 13%
KRAS (13D KRAS  G12C  1.1% G12C HRAS 0Q61L  0.7%
KRAS (125 HRAS  GI13R 0.9% G125 KRAS  AS81  0D.6%
KRAS G13C NRAS OBIR  0.7% G1zD NEAS GI12R 03%
NRAS 0O61L  0.3% KRAS  G12A  0.6% O61R NEAS GI13R  03%
KRAS G12R 0.3% KRAS G130 0.6% 0611 NRAS  ASG0D  0.3%
KRAS O61H 0.1% NEAS  G12D  04% G13C NEAS 061L  0.3%
Thyroid carcinoma Bladder carcinoma Mouth carcinoma Owarian carcinoma

HRAS  G12V__ 25% |[HRAS G125 3.1% |[KRAS GiiD 35%
HRAS OB1R _2.0% | [HRAS OBIR _ 15% | |HRAS G12V_ 1A% | KRAS GI12V_ 33%
NRAS Q61K 00% | [KRAS G120 1.0% | [HRAS GI3R 1.0% | KRAS GIZA 06%
HRAS 061K 0.0% | [KRAS G2V 0.9% | [HRAS G120 0.0% | KRAS G130 0.5%
KRAS G12D_06% | [HRAS QBIL _0J% | [HRAS O6IR 0.8% | KRAS GIZR _0.5%
HRAS G12V_04% | [KRAS G12C  0J% | [HRAS GI13D 0.J% | NRAS O6IR 04%
KRAS OBIR_0.4% | [HRAS GiZD_ 0.7% | [HRAS G12C 0.6% || KRAS G1IC_0.3%
KRAS G13D_03% | [HRAS GI3R _06% | [HRAS GI3V_0.5% | NRAS G120 02%
HRAS G13R_0.3% | [HRAS G125  05% | [HRAS O61L 0.5% | KRAS Q611 0.2%
KRAS GiZR_0.3% | [NRAS OBIR  0.5% | [HRAS L[62G  0.5% | NRAS 061K 0.2%

Mutation frequency

Kkas o NN 335%  NRAS 0 D 355%  HRAs 0 NN 335%

Hepatocellular carcinoma

Isoforme Pourcentage mutation
H-RAS 0,2% Q61K
K-RAS 1,1% G120
N-RAS 0,8% Q61K

Figure 8 - Spectre mutationel de RAS oncogénique en fonction du type de cancer
Représentation des fréquences de mutations de RAS par cancer en fonction de

lisoforme et du codon (Base de données COSMIC) (A parir de Siqi Li et al, 2018)
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3. Effecteurs de RAS

RAS se lie a une dizaine d’effecteurs formant ainsi un réseau complexe de signalisation (Voir
Figure 9). Ces protéines interagissent avec RAS-GTP via leur « Ras binding domain » (RBD).
Les partenaires de RAS les mieux caractérisés vis-a-vis de leurs roles oncogéniques sont RAF et
PI3K, situées en amont des voies MAPK et AKT/mTOR. En paralléle, plusicurs effecteurs de
RAS contribuent au role pro-oncogénique de RAS (Gimple and Wang, 2019). Dans cette partie je
vais brievement présenter quelques une de ces voies en me concentrant essentiellement sur les
voies PI3K/AKT et RALGDS. Par la suite une partie entiére sera consacrée a la voie des MAPK

kinases.

La voie PI3K/AKT

La voie de signalisation PI3K/AKT fait partie des voies les plus dérégulés dans le contexte du
cancer, elle est notamment constitutivement active dans plus de 30% des carcinomes
hépatocellulaires (Zucman-Rossi et al., 2015). Cette voie controle plusieurs mécanismes cellulaires
comme la prolifération, la survie, le métabolisme et la migration cellulaire. FElle est
particuliecrement importante dans le foie ou elle est la principale actrice de la réponse a I'insuline,

permettant ainsi de stabiliser le taux de glucose sanguin (Huang et al., 2018).

Parmi les effecteurs essentiels de la voie, la famille des phosphoinositide-3-Kinase (PI3K) joue un
role essentiel. En particulier, la classe I des enzymes PI3K composée des sous unités catalytiques
p110a, p1108, p110y et p1108, est celle dont le réle oncogénique est largement établi. Ces sous-
unités ne sont pas complétement redondantes fonctionnellement. I.a sous-unité alpha (geéne
PI3KCA), dont le niveau d’expression est le plus élevé dans la majorité de tissus, notamment
dans le foie, estla seule qui est fréquemment muté dans les cancers (Castellano and Downward,
2011). Le controle de p110a repose en partie sur sa sous-unité régulatrice p85, qui limite I'activité
kinase de la sous-unité p110. L’activation de p110a se déroule selon deux mécanismes distincts.
Le premier mécanisme fait appel au recrutement par une RTK activée dont la phosphorylation
permet la liaison du complexe p110a/p85. Cela induit un changement conformationnel, qui
permet l'activation de PI3K et son association a la membrane plasmique. Alternativement, la
liaison de p110a avec RAS-GTP active la protéine indépendamment de p85 (Martini et al., 2014).
Les mécanismes sous-jacents la préférence d’une stratégie d’activation par rapport a l'autre sont

mal compris. 1l est toutefois possible qu’ils soient dépendants de la mise en place d’échafaudages
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protéiques, dont 'organisation est différente en fonction des conditions physiologiques et du
contexte cellulaire. Par exemple, les protéines adaptatrice IRS-1 et 2 facilitent I'interaction de
p110a avec le récepteur a l'insuline. La formation de ce complexe permet I'activation (RTK-
dépendante) de p110a et la transmission de signal essentielle au stockage et a la transformation
du glucose en glycogene (White, 2002). De maniere intéressante, ces stratégies d’activation
alternatives facilitent un contournement des effets de certaines thérapies ciblées. En effet, il a été
montré que le traitement de lignées de cancer colorectal KRAS mutées avec des anti-EGER et
des anti-MEK induit I'activation de PI3K via les récepteurs tyrosines kinases (HER2, HER3
etc...) (Vitiello et al.,, 2019). De surcroit, les mutations activatrices les plus fréquentes de p110a
affectent le mode de recrutement de la protéine. La mutation E542K/E545K empéche
Pinhibition de Pactivité kinase par p85 mais reste dépendante de la liaison avec RAS-GTP. A
I'inverse, la mutation du domaine kinase H1047R permet Pactivation de la protéine en absence de

RAS-GTP, mais cette dernicre est affectée par la liaison avec p85 (Zhao and Vogt, 2010).

La PI3K activée convertit le Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphate  (PI(4,5)P,) en
Phosphatidiylinositol-(3,4,5)-triphosphate ~ (PI(3,4,5)P;) et le  Phosphatidylinositol-(4)-
monophosphate (PI(4)P) en Phoshophatidylinositol-(3,4)-biphosphate (P1(3,4)P,). La formation
de PI(3,4,5)P; et de PI(3,4)P, permet alors la transmission du signal via le recrutement
d’effecteurs tel que PDK1. En conditions normales, 'activation de la voie est transitoire. En
effet, la phosphatase PTEN hydrolyse le phosphate 3 du PIP,, inhibant ainsi son activité
signalétique. Similairement, d’autres phosphatases limitent I’état de phosphorylation du
phosphatidylinosinol au niveau des positions 4 et 5 (INPP4 et INPP5). La délétion ou les
mutations inactivatrices de ces protéines constituent une stratégie permettant lactivation
constitutive de la voie PI3K (Tjuin, 2019). Le PI1(3,4,5)P; et le PI(3,4)P, induisent le recrutement
de la protéine kinase PDKI1, qui suite a son activation interagit avec de nombreux substrats, le
principal étant AKT, qui est phosphorylé au niveau de la thréonine 308. Cette marque ne permet
pas lactivation complete d’AKT mais elle est suffisante pour activer le complexe mTORCI1 via
l'inhibition des complexes TSC1 et TSC2. L’activation de mTORC1 stimule la croissance
cellulaire et la synthése protéique tout en permettant a son tour Pactivation de p70SOK, qui
produit une boucle de rétrocontrole négative (Martini et al., 2014). En effet, I'activation de
p70S6K induit la dégradation de IRS-1, limitant ainsi linteraction en PI3K et les RTK
(Harrington et al., 2005). Par ailleurs, l'activation complete d’AKT est dépendante de sa
phosphorylation au niveau de la serine 473 par le complexe mTORC2. Une fois pleinement
activé, AKT induit la phosphorylation de ces substrats, en particulier celle de BAD et FOXO

dont les fonctions pro-apoptotiques sont inhibées. Une étude a montré que différents niveaux
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d’activation de la voie PI3K/AKT/FOXO1 intervenaient au sein d’une population cellulaire
traitée a 'IGF-1 (Gross et al., 2019). Les bases signalétiques de ces différences d’activité restent a
déterminer. Toutefois, plusieurs hypothéses peuvent étre proposées. Ces différences pourraient
étre dues a (1) des variations locales des niveaux d’expression des récepteurs et protéines
effectrices de la voie, (2) aux éléments responsables du transport nucléo-cytoplasmique des
protéines cibles d’AKT, ou (3) a la régulation des boucles de rétro-contréle négatives de la voie,
en particulier celle des phosphatases. Concernant ce dernier point, il est intéressant de noter que
plusieurs phosphatases impliquées dans la régulation d’AKT, comme PP1 ou PP2A sont aussi
impliqués dans la régulation de la voie des MAPK, ce qui souligne une importante connexion

entre ces deux voies. (Xiao et al., 2010).

Voie de signalisation RAL

RAS-GTP interagit avec ensemble des protéines de la famille RAL-GEF qui sont au
nombre de quatre : RalGDS, Rgll, Rgl2/Rif et Rgl3. Ces protéines sont activées grace a leur
liaison avec RAS-GTP, acquérant ainsi la capacité de catalyseer 'échange du GDP en GTP des
petites GTPase « Ras-like » : RalA et RalB (Moghadam et al., 2017). RalA et RalB peuvent aussi
étre activées indépendamment de RAS par les GEF RalGPS1 et RalGPS2, dont Iactivation
semble étre dépendante de la protéine Aurora Kinase A (AKA) (Ceriani et al., 2007; Lim et al.,
2010). Suite a leur liaison au GTP, les protéines Ral se lient a de nombreux effecteurs notamment
RalBP1, Sec5 et Exo84 (Gentry et al., 2014). RalBP1 possede une activité GTPasique, qui inhibe
I'activation de Racl et Cdc42, limitant ainsi leurs actions sur le remodelage du cytosquelette et la
promotion de I'invasion. De maniere générale, RalBP1 interagit également avec un grand nombre
de substrats impliqués dans la réponse au stress cellulaire (protéines anti-apototiques et
chaperones). Il présente lui-méme une fonction de pompe d’efflux qui permet d’éliminer des
composés toxiques issues des traitements de chimiothérapies ou radiothérapies (Vatsyayan et al.,
2010). Sec5 et Exo84 sont surtout connus pour leur role dans Iinitiation de I'exocytose et de
I'endocytose (Moskalenko et al., 2003). En se liant avec RalB, Sec5 permet aussi I'activation de la
protéine kinase TBK1, qui favorise la translocation nucléaire de NF-xB (Chien et al., 20006). De
maniere intéressante, un crible réalisé a partir de siRNA a montré que expression de TBK1 était
essentielle a la survie de plusieurs lignées transformées par RAS (Barbie et al., 2009). Ces résultats
semblent étre en liens avec Iactivité anti-apoptotique et pro-inflaimmatoire de la signalisation NF-
#«B.  Une étude a aussi montré que RalA était activé dans une majorité de carcinomes

hépatocellulaires et de lignées hépatiques. La forte activé de RalA dans ces cellules est associé¢ a
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un phénotype invasif et a 'expression du marqueur de cellule souche CD133 (Ezzeldin et al.,

2014).
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Figure 9 - Effecteurs de RAS-GTP

La fixation du ligand sur le récepteur tyrosine kinase permet son autophosphorylation et le
recrutement du complexe GRB2-SOS. SOS induit la libére RAS de son GDP et permet la
fixation d’'une molécule de GTP. Les protéines GAP (NF1, RASGAP) contrdlent I'inactivation
de RAS en favorisant I’"hydrolyse de GTP. RAS activé se lie a ses effecteurs via leur domaine
RBD pour activer la transduction de signal de plusieurs voies contrélant le phénotype
cellulaire

Les kinases effectrices de la voie des MAPK

L’activation de RAS meéne au recrutement de ses protéines effectrices au niveau de la membrane
plasmique. Certaines sources soulignent également que RAS pourrait étre actif a partir de la
membrane du Golgi et d’autres structures endomembranaires (Quatela and Philips, 2006). Dans
le cadre de la voie des MAPK « classique », ses partenaires privilégiés sont les kinases RAF

(MAPKKK), qui a la suite de son activation induit une cascade de phosphorylation passant par

45



lactivation de MEK (MAPKK) puis de ERK (MAPK). Cette réaction en chaine permet
l'activation des substrats cytoplasmiques et nucléaires de ERK qui a leur tour induisent des
réponses biologiques ayant un impact sur la prolifération, la survie, la migration cellulaire,
I'inflammation, etc... Chez les mammiféres, une des particularité de la voie vient de la présence
de plusieurs isoformes pour chaque acteur de la transduction du signal. Il existe en effet trois
isoformes de RAF (A-RAF, B-RAF et C-RAF), deux isoformes de MEK (MEK1 et MEK?2) et 2
isoformes de ERK (ERK1 et ERK2). Bien que chaque isoforme de RAF, MEK ou ERK
présente des spécificités fonctionnelles, ils sont individuellement capables d’activer la voie des
MAPK. L’hypothése proposée afin d’expliquer cette diversification est que ces protéines
s’engagent dans des interactions complexes facilitant ainsi la régulation spatio-temporelle de la
voie (Wimmer and Baccarini, 2010). Dans cette partie je vais détailler les mécanismes d’activation

de la cascade MAPK tout en présentant les éléments de régulation qui permettent son controle.

RAF

Les kinases RAF sont des sérines thréonines kinases dont la régulation de Tactivité est
relativement complexe. La portion N-terminale des 3 isoformes de RAF est composée d’un
domaine régulateur contenant un RBD et un domaine riche en cystéine. Le domaine régulateur
permet de maintenir RAF dans un état inactif dit « fermé », qui masque la portion C-terminale
composée du domaine serine/thréonine kinase. La liaison du RBD avec le domaine effecteur de
RAS permet Pouverture de la protéine et la libération du domaine kinase. Pour B-RAF cette
interaction avec RAS activé est suffisante pour induire la transduction du signal. Cependant
Pactivation des isoformes A-RAF et C-RAF (RAF1) nécessitent d’autres modifications
notamment la déphosphorylation des serines 259 et 621 qui maintiennent la conformation dans
un état fermé via leur liaison avec la protéine chaperonne 14-3-3 (Thorson et al., 1998). De plus,
A-RAF et C-RAF nécessitent également la phosphorylation de résidus au niveau de la partie N-
terminale du domaine kinase afin de maintenir la conformation ouverte de la protéine. Cette
phosphorylation semble étre induite par des kinases de la famille de Src et des caseine kinases
(Lavoie and Therrien, 2015). Pour B-RAF en revanche certains de ces résidus sont
constitutionnellement actifs, ce qui résulte en une plus forte activité de la protéine. I’absence de
ces points de controle pour lactivation de B-RAF a été proposé d'étre une des raisons pour
lesquelles cet isoforme présente le plus fort taux de mutations dans les cancers (Emuss et al.,
2005). Une étude a en effet montré que I'expression de B-RAF, mais pas celle de C-RAF, était
nécessaire pour induire linitiation des mélanomes NRAS dépendants. Toutefois, la double

délétion de B-RAF et C-RAF bien qu’inhibant fortement la prolifération induit 'émergence de
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clones résistants et dont I'activation de la voie MAPK devient dépendante de A-RAF (Dorard et
al., 2017b). Ces résultats confirment que chaque isoforme possede des caractéristiques propres,
tout en conservant la capacité de compenser la perte de fonction d’un ou plusieurs isoforme. Ce
constat est particulicrement intéressant si 'on se penche sur le mode classique d’activation de
RAF. En effet, I'activation de RAF passe par sa dimérisation (homo- ou hétero-dimeres) qui
facilite son auto-phosphorylation (Weber et al., 2001). La dimérisation de B-RAF et C-RAF est la
plus fréquente et induit ainsi la formation de complexes protéiques avec MEK. La mise en place
de cet échafaudage protéique est orchestrée par la protéine KSR1, qui permet le rapprochement
de dimeres de RAF a MEK (Voir Figure 10). II est également possible que la mise en place de
ces complexes soit facilitée par la dimérisation de RAS. L’activation de ERK induit toutefois la
production d’une boucle de rétrocontrole qui induit son ancrage a KSR1, le désassemblage des
complexes protéiques RAF-MEK ainsi que I'inactivation de RAF et MEK par phosphorylation
(McKay et al., 2009; Ritt et al., 20106). Cette rétro-inhibition est particulie¢rement importante pour
controler la dynamique spatio-temporelle d’activation de la voie. Ce mécanisme explique
également des nombreux cas de I'échappement de tumeurs aux thérapies ciblées. Par exemple, le
Vemurafénib, un inhibiteur spécifique du mutant B-RAFY"E, fréquent dans le mélanome, peut
induire une réactivation contradictoire de la voie MAPK par plusieurs biais. En particulier, il a été
montré que l'inhibition de la phosphorylation de ERK suite au traitement empéche I'inhibition de
KSR1 qui va donc faciliter la formation de complexes de MEK avec A-RAF, qui devient son
partenaire alternatif (McKay et al., 2011a). Une stratégie visant a empécher la mise en place de
ces mécanismes compensatoires est I'utilisation combinatoire de drogues ciblant plusieurs acteurs
de la voie simultanément. En particulier des inhibiteur de MEK ont été testés en clinique et ont
permis de limiter ces réactivations contradictoires (Eroglu and Ribas, 2016). Dans la partie

suivante je vais donc me concentrer sur la biologie et les mécanismes de régulation de MEK.

MEK

Les protéines kinases MEK1 et MEK2 sont activées par RAF via la phosphorylation des sérines
218 et 222 pour MEK1 et 222 et 226 pour MEK2. Il est intéressant de souligner que RAF n’est
pas le seul activateur de MEK1/2 ; en effet la protéine kinase PAK1 ainsi que les kinases
effectrices a 'origine des voies MAPK atypiques (voie p38, JNK, ERK5) sont également capables
d’induire P'activation de MEK et peuvent donc avoir des conséquences sur I'activation de la voie
MAPK classique. MEK1 et MEK2 sont tous deux capables d’activer ERK1/2 par
phosphorylation. Cette réaction est amplifié¢e par I’homo- et I'hétéro-dimérisation de MEK.

Cependant, contrairement 2 MEK2, la délétion de MEK1 est létale au cours du développement
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embryonnaire (Bélanger et al, 2003). Ce phénotype est toutefois contrebalancé par
laugmentation du nombre de copie de MEK2 (Aoidi et al, 2016). Une nouvelle fois, Cela
suggere que le phénotype de souris invalidé pour MEKT n'est pas di a son activité spécifique,
mais plutoét au dosage de l'intensité du signal, soulignant une nouvelle fois l'importance des
différences quantitatives dans le controle de Iactivation des MAPK. MEKI1 se distingue de
MEK2 par la présence dun site de phosphorylation au niveau de la thréonine 292. La
phosphorylation de cette thréonine par p-ERK permet 'ancrage des phosphatases PP1 et PP2A,
produisant ainsi une nouvelle boucle de rétrocontrole impactant lactivité de MEKI1 et,
indirectement, de MEK2 (Voir Figure 10). En conséquence, I'inhibition ou la mutation de

MEKT1 (T292A) induit une activation prolongée de ERK (Kocieniewski and Lipniacki, 2013).

Les mutations de MEK sont relativement rares dans les cancers mais I'inhibition de la protéine
prévient le développement de tumeurs dans de nombreux modéles pré-cliniques, qui dépendent
de Tlactivation des MAPK. Ce constat a poussé au développement d’inhibiteurs comme le
Tramétinib, qui est aujourd’hui utilisé en clinique. Ces inhibiteurs ont cependant relativement peu
d’intérét s’ils ne sont pas utilisés en combinaison avec d’autres agents thérapeutiques. En effet,
comme pour les inhibiteurs de RAF, leur utilisation induit une réactivation de ERK a la suite de
I'inhibition des boucles de rétrocontrole de MEK. De plus, plusieurs études montrent que
I'utilisation des inhibiteurs de MEK induit également I’activation des voies parall¢les a la voie des
MAPK kinases, comme les voies PI3K, YAP/TAZ ou STAT3/NF-»B. Bien qu'en théorie ces
résultats permettent de proposer des thérapies multi-drogues, leur utilisation se heurte aux

problemes de tolérance car il est difficile d’ajuster la fenétre thérapeutique (Caunt et al., 2015).

ERK

Les protéines ERK sont la principale cible de MEK. 1l existe plusieurs isoformes de ERK, en
particulier ERKT1 et 2 sont les acteurs de la voie MAPK classique. Tout comme les autres acteurs
de la voie MAPK, ERK1 et ERK2 présentent un pourcentage d’homologie élevé (84%), sans
toutefois étre compléetement fonctionnellement redondantes. Ainsi, chez la souris la perte de
ERK2 est létale lors du développement embryonnaire alors que la délétion de ERK1 donne
naissance a des animaux viables (Hatano et al., 2003; Nekrasova et al., 2005). Cependant, la
plupart des études suggerent que ERK1 et ERK2 sont capables d’interagir avec les mémes
substrats avec des affinités comparables (Busca et al., 2016). Une telle différence phénotypique
peut problablement s’expliquer par le fait que dans une vaste majorité de tissus le niveau
d’expression de ERK2 est supérieur a celui de ERK1(Busca et al,, 2015). La formation de

complexes avec p-MEK permet aux protéines ERK d’¢tre phosphorylées au niveau des résidus
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Threonine183 et Tyrosine185. La dissociation des complexes autorise alors I'interaction avec ses
substrats nucléaires et cytoplasmiques. ERK1/2 interagissent directement avec plus de 600
substrats impliqués dans de nombreux mécanismes comme par exemple la régulation du cycle
cellulaire, 'apoptose et 'adhérence cellulaire (Unal et al., 2017). Ce nombre impressionnant
d’interactions protéiques souléve plusieurs questions quant a la régulation de P'activation de ERK
et sa capacité a induire autant de réponses biologiques. Nous allons donc essayer d’appréhender

ces questions au travers de quelques exemples.

Certains substrats de ERK sont des régulateurs directs de son activité. En effet, comme nous
I'avons mentionné précédemment, son activation induit systématiquement la production de
boucles de rétrocontrole négatives. P-ERK lui-méme inhibe 'action de MEK et de RAF par
phosphorylation (Dougherty et al., 2005; Eblen et al., 2004). L’activation de ERK a également des
effets indirects sur la régulation de la voie MAPK. Par exemple, son activation de la kinase RSK2
induit la phosphorylation de SOS, dont I'adressage a la membrane devient alors impossible. En
conséquence, RAS reste lié au GDP et la voie est éteinte (Douville and Downward, 1997). En
parallele, I'activation transcriptionnelle médiée par ERK induit 'expression de nombreux génes
sources de rétrocontroles négatifs. Certaines phosphatases de la famille des DUSP par exemple,
déphosphorylent ERK dans le noyau (Brondello et al., 1997). Les protéines Sprouty, également
des cibles transcriptionnelles de la voie MAPK, interférent avec linteraction GRB2-SOS pour
inhiber la signalisation (Casci et al., 1999). Certaines cibles de ERK sont également des acteurs de
la mise en place de boucles de rétro-controles positives. Par exemple, ERK peut phosphoryler la
phosphatase DUSP6 dans le cytoplasme. DUSPG6, qui est une cible transcriptionnelle de la voie
Erk, mene a linactivation de ERK, toutefois sa phosphorylation par ce dernier induit sa
dégradation par le protéasome (Marchetti et al., 2005). De la méme manicre, ERK inhibe I'action
de RKIP par phosphorylation. Lorsqu’il est actif, RKIP interfére avec le complexe RAF-MEK et
prévient donc la phosphorylation de MEK. Sa phosphorylation par ERK empéche cette action et
maintient donc la voie MAPK active (Shin et al., 2009). De plus, ERK1/2 permettent également
l'activation de la protéase ADAM17 (Saad et al., 2019). Cette protéine se caractérise par son
activité de « Sheddase », c’est-a-dire qu’elle permet le clivage de I’écto-domaine des protéines
membranaires. L’activation ’ADAM17 permet donc le relargage de nombreux composés dans
I'espace extracellulaire. Parmi ces composés on retrouve notamment le TNF-o, I’IL6 et les
ligands liés aux RTK. Ces derniers vont alors avoir une action autocrine ou paracrine et induire

une nouvelle activation de la voie MAPK (Gooz, 2010) (Voir Figure 10).

En résumé, il apparait que linteraction de ERK avec ses substrats permette d’accéder a des

devenirs contradictoires favorisant tantot Iinhibition de la voie, tantdt son activation. Afin

49



d’aboutir a une activité pertinente pour le devenir cellulaire il convient évidemment de les réguler
temporellement. Cela souléve des questions concernant les mécanismes moléculaires de la
régulation temporelle de I'activité MAPK. Plusieurs évidences suggerent que cette modulation est
sous le contrdle de la distribution spatiale de ERK. En effet, de nombreux complexes et
assemblages protéiques permettent de moduler la localisation de ERK ou de faciliter son
interaction avec ses différents substrats. Nous avons déja évoqué KSR1, qui est une protéine
d’échafaudage qui facilite I'assemblage de 3 kinases du module MAPK. 11 s'ensuit que Iactivité de
la voie est dépendante du niveau d’expression de KSR. En effet, lorsqu’il est fortement exprimé,
KSR augmente la cascade de signalisation via I’assemblage des différents modules MAPK. A
I'inverse §’il est faiblement exprimé, l'activit¢ MAPK est plus faible (Nguyen et al., 2002). Les
protéines MP-1 et MORG-1 sont également des protéines d’assemblage décrites pour leurs
implications dans la régulation de la voie MAPK. MP-1 interagit avec MEK1 et ERK1 et I’associe
avec pl4, une protéine spécifique des endosomes tardifs. Cette localisation facilite I'interaction de
MEKT1 avec PAKI, ce qui induit un réarrangement du cytosquelette favorisant la migration
cellulaire (Pullikuth et al.,, 2005). De plus, MP-1 interagit également avec MORG-1, ce qui
augmente l'efficacité de la formation de complexes protéiques comprenant B-RAF, C-RAF,
MEK1/2 et ERK1/2. La mise en place de ces échafaudages protéiques constitue un exemple de
mécanisme par le biais duquel différents agonistes induisent des réponses d’activation distinctes.
Notamment, il a été montré que la stimulation des cellules avec du sérum, de Pacide
lysophosphatique ou du 12-miristate-13-acetate favorise la formation de ces complexes alors que
la stimulation 2 PEGF n’a au contraire aucun effet (Vomastek et al., 2004). D’autres protéines
d’assemblage permettent de restreindre la localisation de ERK dans un compartiment. C’est le cas
de PEA-15, qui, lorsqu’il se lie 2 ERK, favorise sa rétention dans le cytoplasme via son « Nuclear
Export Signal (NES) » (Whitehurst et al., 2004). PEA-15 une fois lié a ERK favorise I'ancrage de
ce dernier avec RSK2 afin de médier son activation et ses fonctions cytoplasmiques
(Vaidyanathan and Ramos, 2003). La phosphorylation de ERK permet, lorsqu’il est libre de cet
assemblage, d’exposer son site de translocation nucléaire (NTS). qui se lie a I'importine7
autorisant son import dans le noyau (Zehorai et al, 2010). Certaines protéines favorisent
également la localisation de ERK dans le noyau. Mxi2, par exemple, entre en compétition avec
PEA-15 pour se lier a ERK et facilite sa localisation nucléaire. En accord avec ce scénario, la
délétion de Mxi2 résulte en une diminution de Pactivité nucléaire de ERK sans impacter ses
fonctions cytoplasmiques (Casar et al., 2007). Une fois dans le noyau, ERK interagit avec plus de
100 substrats, comprenant des enzymes de modification de PADN et des histones, des protéines

de Tenveloppe nucléaire, des protéines de structure et un grand nombre de facteurs de
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transcription. En particulier, les facteurs de transcription connus pour leur potentiel oncogénique,
tels que les membres de la famille ETS/AP-1 (c-FOS, ¢-JUN, ELK1, FRAT etc...) ainsi que c-
myc sont des cibles de ERK. Le temps de rétention de ERK dans le noyau impacte directement
I'activation de ces facteurs de transcription. Par exemple, il a été montré qu’il est nécessaire de
maintenir des niveaux nucléaires de ERK activé pour induire I'activation prolongée de c-FOS. La
stimulation par PEGF n’induit ici quune activation nucléaire transitoire de ERK dont I'inhibition
rapide aboutit a la dégradation de c-FOS. A T'inverse, la stimulation par le PDGF stabilise ERK,
ce qui permet la phosphorylation de ¢-FOS et la mise en place de son activité transcriptionelle

(Murphy et al., 2002).

L’ensemble des données présentées ici suggerent que les différents types de signaux
extracellulaires intégrés par les cellules, ainsi que leur intensité ou les éventuelles mutations des
acteurs de la transmission du signal, ont un impact spécifique sur la cascade de signalisation. En
fonction du contexte cellulaire, la cascade s’organise donc en un ensemble de complexes
protéiques favorisant ou non la maintenance de P'activité signalétique par le biais de la régulation
spatio-temporelle de ERK (voir Figure 10). En conséquence, 'activité des MAPK oscille entre
des phases d’activations et d’inhibitions transitoires, on parle alors de « ERK waves ». Ces
oscillations ont fait 'objet d’une étude publiée récemment et qui suggere que la modulation de
I'intensité et de la fréquence des pulsations controle I’état souche ou différenciée des cellules de
I'épiderme (Hiratsuka et al., 2020). Ce mécanisme a également été étudi¢ dans le cadre de tumeurs
mammaires ou une équipe a mis au point un systeme basé sur du FRET permettant de suivre
Pactivité de ERK 77 vivo. De manicere intéressante les auteurs ont montré que la tumeur était
hétérogene au regard de Pactivité de ERK et que les cellules présentant une faible activité étaient
moins sensibles aux traitements par les inhibiteurs de MEK. En revanche, les cellules présentant
un niveau tres élevé de ERK se sont révélées moins efficaces quant a la formation de

tumorospheres ex vzvo et de tumeurs 7z vivo (Kumagai et al., 2015).
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Figure 10 - Transduction de signal et régulation spatio-temporelle de la voie MAPK

La fixation des facteurs de croissance induit I'activation de RAS qui produit la transduction du
signal de RAF, MEK et ERK. L’activation de ERK contréle la maintenance du signal en
produisant des boucles de rétrocontrbles négatives ou positives qui dépendent des

interactions protéiques (substrats, scaffolds), de la régulation de I'expression des génes et
de sa localisation
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IV. La carcinogénese hépatique

Parmi les types de cancer les plus fréquents dans le monde les cancers primitifs du foie se
positionnent 4 la 6™ place avec 841 080 nouveaux cas en 2018. Cette année-1a ils provoquent
781 631 décés ce qui en fait la 4™ cause de mortalité liée aux cancers. Les données
épidémiologiques font également état d’une grande disparité géographique avec une forte

prévalence en Asie (50.9%) en Europe (23%) et Amérique du Notrd (11,9%) (https://gco.iarc.fr).

Cette maladie touche préférentiellement les hommes pour qui l'incidence moyenne est de 2 a 5
fois supérieure a celle des femmes. Ces différences de sensibilité sont relativement mal comprises
mais certaines études suggerent qu’elles seraient en partie liées aux interactions entre les
récepteurs aux hormones sexuelles (androgéne et cestrogene) et le facteur de transcription HNF-
3A(Keng et al., 2012). Les néoplasies hépatiques se subdivisent en deux classes majoritaires, les
carcinomes hépatocellulaires (CHC) et les cancers des voies biliaires intra hépatiques ou
cholangiocarcinome (CCA) qui représentent respectivement plus de 70% et 15% des cas
(Massarweh and El-Serag, 2017). Il existe également des formes mixtes qui arborent des
caractéristiques histologiques propres aux deux maladies. Cette partie se concentrera sur le CHC

qui est au centre de mon travail expérimental.

1. Le carcinome hépatocellulaire : physiopathologie

Le carcinome hépatocellulaire est un probleme croissant de santé publique. En effet son
incidence est en continuelle augmentation dans la plupart des pays avec 8,3 cas pour 100 000
personnes en 2018 contre 6,2 en 2008 (ASR(McGlynn et al.)). En parallele, le taux de survie a 5
ans apres diagnostic est de 14% en moyenne ce qui en fait un cancer de trés mauvais pronostic.
Ce chiffre descend a 2% pour les stades les plus avancés pour lesquels les traitements efficaces
restent tres limités (Llovet et al., 2021) (Voir Figure 11). La grande majorité des CHC (70-90%)
se développent dans un contexte de foie pathologique. Cet environnement particulier stimule la
prolifération des cellules hépatiques menant a la formation de nodules dysplasiques pouvant
évoluer en CHC précoce (<3cm de diametre) puis avancés (>3cm, multi —nodulaire et invasion
de la veine porte). Les patients développent parfois des métastases extra-hépatiques dans les
poumons (53%), les ganglions (53%), les os (23%), les glandes surrénales (11%), le péritoine et

Pomentum (11%) et le cerveau (2%) (Becker et al., 2014). Dans cette partie je vais présenter
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brievement différents aspects de la physiopathologie hépatique en passant par les origines de la

maladie, ses bases moléculaires, son hétérogénéité et sa prise en charge.
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L’ASR représente le taux d’incidence standard selon I’age en 2020. Le taux le plus élevé d’incidence

se trouve en Asie de I'Est, la Mongolie étant le pays le plus touché ou 'infection a HBV prédomine.

HCV est le facteur majoritaire en Europe de I'ouest, aux Etats-Unis et au Japon. (Llover et al. 2021)

a. Etiologie du CHC

Les principales causes associées a la maladie sont bien identifiées. Parmi ces causes on retrouve :

les hépatites virales, la consommation excessive d’alcool, un régime alimentaire riche en graisses

et en sucres et plus rarement 'exposition a des carcinogenes chimiques (Voir Figure 12). Ces

facteurs de risques ont des effets directs et/ou indirects sur la transformation des cellules

hépatiques. Dans le premier cas ils provoquent des mutations de leur séquence génique et/ou

I'expression de protéines exogenes qui interferent avec la machinerie cellulaire. Dans le deuxieme

ils induisent un stress hépatique provoquant mort cellulaire, prolifération, inflammation et

modification de I'environnement hépatique. Ces dommages facilitent 'accumulation de graisse

(stéatose) et la déposition de matrice extracellulaire (fibrose) pouvant mener a un stade avancé et

dans lequel I'architecture hépatique est complétement modifiée, la cirrhose. Plus de 70 a 90% des

CHC se développent alors dans un contexte de foie pathologique, cela souligne I'importance de

I'environnement et du stress hépatique dans le processus de transformation (Sanyal et al., 2010).

54



A

3 D

!
L]
(J
‘&- i) OO

Carcinogéne Régime alimentaire
chimique

Hepatite virale Alcool

{

Lésions hépatiques

Fibrose
Stéatose
Cirrhose

CHC

Figure 12 - Les différentes étiologies hépatiques

Virus de I'hépatite B

L’infection chronique par le virus de ’hépatite B (HBV) touche plus de 300 millions de
personnes avec une forte incidence en Asie et en Afrique. La présence du virus dans ces régions
du globe correle avec un nombre élevé de cas de CHC (Ott et al., 2012). En effet on estime que
I'infection chronique a HBV augmente d’un facteur 100 le risque de développer un CHC
(Arbuthnot and Kew, 2001). HBV est un virus a ADN de la famille des hepadnavirus. Il se
transmet majoritairement par le sang ou dans une moindre mesure par les fluides corporels
comme la salive, le sperme et les sécrétions vaginales. Ces virus ne disposent pas d’intégrase
virale. En conséquence le cycle de vie du virus dépend de la persistance, dans le noyau des
cellules infectées, d'un ADN circulaire appelé « covently closed circular DNA » (cccDNA) qui
agit comme un mini chromosome (Seeger and Mason, 2015). Néanmoins, le génome d’HBV
présente des sites de liaison avec la topoisomérase I qui favorise l'intégration par recombinaison

de séquences virales dans le génome de la cellule hote (Wang and Rogler, 1991). Des événements
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d’intégration ont été observé a proximité des régions régulatrices d’oncogénes comme c-myc ou
la cycline A (Hsu et al., 1988; Wang et al., 1992). Cependant, ce type d’insertion reste aléatoire et
sa participation a la carcinogenése hépatique reste controversée. La contribution de HBV au
développement du CHC est multifactorielle et sous la dépendance de facteurs directs et indirects.
Un facteur essentiel du processus de transformation lié au virus semble étre associé a 'expression
de la protéine virale HBx. Cette protéine est importante pour la réplication virale mais interfére
également avec un grand nombre de mécanismes cellulaires. De plus, 'expression d’HBx dans
des modeles transgénique de souris favorise le développement de tumeurs hépatiques (Slagle et
al., 1996; Terradillos et al., 1997). En particulier, il a été montré que expression d’HBx stimulait
la prolifération cellulaire en interagissant avec la protéine kinase Src (Klein and Schneider, 1997).
Cette interaction permet lactivation de la voie RAS/MAPK via la phosphorylation des RTK et
de RAF mais également celle des voies JAK/STAT et PI3K/AKT. De plus, I'expression d’HBx
renforce 'activation de la voie MAPK en induisant expression des facteurs de transcription AP-
1 (c-Fos et c-Jun). La littérature scientifique a aussi décrit le role d’HBx dans le controle de la
mort cellulaire. En particulier, il a ét¢ montré que HBx pouvait interagir avec p53 pour limiter
son action pro-apoptotique a la suite des dommages a PADN (Wang et al., 1995). Toutefois
d’autres études montrent que lexpression d’HBx est parfois associée a une I'induction de
I'apoptose indépendante de p53 (Koike et al., 1998; Terradillos et al., 1998). Cette dichotomie
pourrait étre liée au niveau d’expression de la protéine qui est susceptible de varier au cours du
cycle de vie viral. En parallele, environnement inflammatoire lié a 'infection par le virus favorise
la production des espéces réactives de l'oxygene (ROS) qui sont trés mutagenes (Levrero and
Zucman-Rossi, 2016). De plus, la production de ROS  peut mener indirectement a I'apparition
de la fibrose et cirrhose hépatique. Alors, la modification de I'architecture hépatique altere la
polarité cellulaire et les interactions avec la matrice, ce qui contribue fortement a la
transformation (Davis and Kresina, 1996). De manicre intéressante, 'analyse de tumeurs de
patients HBV positifs a montré que toutes les cellules tumorales n’étaient pas systématiquement
porteuses du virus (Bréchot et al, 1981). Cette observation souligne une nouvelle fois
I'importance de la mise en place d’'un environnement favorable a la transformation et montre

également que l'infection a HBV est une source potentielle d’hétérogénéité intra-tumorale.

Virus de I'hépatite C

On estime que 71 millions de personnes sont porteuses du virus de 'hépatite C (HCV)
qui est un virus a ARN simple brin de la famille des Flaviviridae. Le mode de transmission est

quasi-similaire a celui I’HBV et les personnes présentant une forme chronique de la maladie ont
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un risque de développer un CHC 15 a 20 fois supérieur a celui de la population générale (de
Oliveria Andrade et al., 2009). Le développement tumoral intervient généralement plus de 20 ans
apres linfection ce qui suggere que la carcinogénese hépatique liée a HCV est un processus de
transformation lent et multi-étape. Toutefois, cette dynamique est accélérée en cas de
cooccurrence avec d’autres facteurs de risque comme HBV, HIV, I'alcoolisme ou I'obésité (El-

Serag, 2012).

Une fois entré dans les hépatocytes a I'aide de différents récepteurs hépatocytaires (CD81,
SR-B1, CLDN1, OCLN), HCV utilise la machinerie cellulaire pour effectuer son cycle de vie.
Son génome sous la forme d’'un ARN simple brin se fixe aux ribosomes cytoplasmiques et a la
membrane du réticulum endoplasmique. Cela permet la production d’une poly-protéine qui est
clivée par la suite en 10 protéines distinctes. Les 3 protéines structurelles: la Core (C),
I'enveloppe-1 (E1) et Penveloppe-2 (E2) permettent de former de nouvelles particules virales.
Tandis que les 7 protéines non structurales : p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B
assurent le clivage du polypeptide, la réplication virale et I'assemblage des nouveaux virions
(Murray and Rice, 2011). De manicre intéressante chacune de ces protéines a I'exception de p7
semble avoir un role direct ou indirect dans 'acquisition d’un ou plusieurs « hallmarks of cancer »

(Hibner and Grégoire, 2015).

Par exemple, plusieurs études montrent que les protéines Core, E2, NS3 et NS5A
stimulent la prolifération cellulaire en activant la voie MAPK (Feng et al., 2005; Hayashi et al.,
2000) . Cette activation semble étre sous la dépendance d’interactions avec des éléments situés en
aval de la voie, en particulier avec certains récepteurs membranaires et avec RAF. En
conséquences, I'activation des MAPK dépendantes des protéines HCV est généralement inhibée
suite au traitement avec des inhibiteurs de MEK (Burckstummer et al., 2006; Zhao et al., 2005).
Cette activation de la voie MAPK, notamment par la protéine Core, stimule également
I'angiogenese via 'up-régulation de HIF-1a, la production de VEGF et d’angiopoiétine2 (Abe et
al., 2012; Li et al., 2010). En parall¢le, certaines protéines virales limitent I’expression suppresseur
de tumeurs comme la protéine du rétinoblastome (Rb) (Munakata et al., 2007). C’est la protéine
virale NS5B qui favorise la dégradation de Rb par le protéasome permettant la maintenance et la
progression du cycle cellulaire. NS5B a également un role pro-inflammatoire en induisant la
sécrétion de Lymphotoxine-§ dans des tumeurs générées spontanément chez les souris FL-N /35,
qui expriment la polyprotéine HCV (Simonin et al., 2013). Cette sécrétion s’accompagne de
l'activation de la signalisation NF-xB dont Iinhibition limite fortement I'oncogencse. Les
protéines HCV ont aussi un role dans la régulation de la mort cellulaire. La protéine Core

notamment, semble avoir des effets similaires a HBx quant a la régulation de p53. L activité
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transcriptionelle de p53 est ici stimulée par de faibles niveaux d’expression de Core, tandis qu’un
niveau d’expression élevé inhibe son activité (Kao et al., 2004). D’autres mécanismes permettent
de limiter 'induction de la mort cellulaire suite a I'infection. En particulier, I’équipe a montré que
hépatocytes HCV' des souris FI.-N/35 étaient résistant 2 la mort cellulaire Fas dépendante
induite par les lymphocytes T cytotoxiques (Disson et al., 2004). Ce mécanisme est dépendant de
NS5A qui active la calpaine, une protéase provoquant la dégradation de Bid. Etant donné que
Pexpression de Bid est essentielle a I'induction de 'apoptose médiée par les récepteurs de mort
(FasL/Fas) sa dégradation favorise la survie cellulaire (Simonin et al., 2009). En parallele, NS5A
coopere également avec la signalisation TGF- afin d’induire I'activation de PTEMT et 'apparition
d’un phénotype pro-migratoire via 'expression du facteur de transcription Twist2 (Akkari et al.,
2012). Enfin, l'infection a HCV a été décrite comme ayant un effet sur le métabolisme (Syed et
al., 2010). Ce mécanisme passe par lactivation de SREBPlc qui provoque l'accumulation
intracellulaire de lipides. Un tel déséquilibre de la synthese lipidique des hépatocytes induit une
altération des fonctions mitochondriales et du réticulum endoplasmique induisant la production
de ROS. A son tour, ce stress oxydatif stimule la sécrétion de collagéne de type I par les cellules
étoilées du foie favorisant apparition de la fibrose hépatique (Gochee et al., 2003). L’infection
par HCV altere également la zonation métabolique en modifiant le pattern d’expression de la
« Fatty acid synthétase » ce qui provoque une stéatose hépatique localisée (Moreau et al., 2015).
Ces perturbations semblent étre dépendantes de 'expression de ligands de Wnt par les cellules
HCV", induisant activation de la voie B-caténine et expression de la glutamine synthétase dans

la zone péri-centrale du lobule hépatique.

En conclusion, les protéines HCV ont des effets pléiotropiques sur I'acquisition des « hallmarks
of cancer ». Comme pour HBV certaines de ces altérations ont un impact direct sur les cellules
infectés mais aussi sur les hépatocytes environnants et sur I'architecture du foie. En conséquence,
I'infection chronique a HCV s’accompagne d’une nécro-inflaimmation hépatique généralisée

provoquant stéatose, fibrose et cirrhose qui augmentant le risque de développer un CHC.

Maladies alcooliques du foie

Les maladies alcooliques du foie (ALD) sont subdivisées en plusieurs stades comprenant
la stéatose hépatique, I'hépatite alcoolique (AH) et la cirrhose. Le développement de ces
pathologies constitue un facteur de risque pour l'initiation du CHC. En effet on estime que la
consommation journaliere de 30 a 80g d’alcool sur une période de plus de 10ans augmente de 5

fois le risque de développer un CHC (Morgan et al., 2004). I’alcoolisme sévére qui représente
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une consommation de 100 a 150g d’alcool par jour touche 7 a 12% de la population en fonction

des pays et a donc un cout important pour la société (Grant et al., 2017).

Suite a la consommation d’alcool, I’éthanol est absorbé dans le sang puis transporté vers le foie
pour étre métabolisé par les hépatocytes. La premiere réaction a lieu dans le cytoplasme, c’est
loxydation de T’éthanol en acétaldéhyde par I'enzyme alcool déshydrogénase (ADH). Cette
réaction peut également avoir lieu dans le réticulum endoplasmique et les peroxysomes.
I’acétaldéhyde est un composé hautement toxique, habituellement il est donc rapidement
métabolisé en acétate par les acétaldéhydes déshydrogénase (ALDHI1 et 2). L’acétaldéhyde a un
effet pro-oncogénique car il permet l'activation de la voie NF-xB en induisant l'activation de
IKK, p38 et JNK(Hsiang et al., 2007). Cette activation provoque la stabilisation des facteurs de
transcription c-fos et c-jun stimulant ainsi la prolifération et la migration cellulaire. Ce composé
est donc suspecté d’avoir un role dans 'oncogénese lié a I'alcool dans le foie et dans d’autres
organes. De plus, aprés 3 ou 4 verres d’alcool les ADH et ALDH sont rapidement saturées ce
qui induit 'accumulation d’éthanol et d’acétaldéhyde menant a lactivation d’autres voie de
détoxifications, notamment celle des cytochromes P450. En particulier 'augmentation de
Pexpression de CYP2E1 augmente le métabolisme de base de la cellule ce qui favorise la
formation de ROS et la diminution de 'expression d’antioxydants comme la glutathione et la S-
adenosyl methionine (SAMe) (Hosseini et al., 2019). Comme nous lavons mentionné
précédemment la production de ROS mene a la $-oxydation des lipides, des dommages a TADN,
la stéatose et l'inflaimmation. De plus, il a été montré qu'un taux élevé d’alcool dans le sang
affecte la perméabilité intestinale. Cela a pour effet de libérer des lipopolysaccharides (LPS) un
composant de la membrane des bactéries gram négatives que 'on retrouve au sein du microbiote
intestinal. Les LPS sont captés par les « Toll like receptor-4 » (TLLR4) qui déclenche 'activation de
I'inflammasome et la production de cytokines pro-inflaimmatoire (Szabo and Bala, 2010). Cet
environnement inflammatoire induit l'activation des macrophages résidents du foie : les cellules
de Kupffer et de macrophages et monocytes circulants. Ces cellules immunitaires stimulent alors
P'activation des cellules étoilées du foie au niveau des sinusoides hépatiques ce qui induit la
déposition de collagene (Louvet and Mathurin, 2015). Ces perturbations ont également un effet
sur le statut épigénétique des hépatocytes. En particulier, les métabolites liés a la dégradation de
I'alcool et I'activation concomitante de la voie MAPK et JNK induisent 'activation de I’histone
acetyl transferase (HAT) responsable de I'acetylation des histones H3 (Park et al., 2005). De plus,
le métabolisme de Ialcool semble aussi avoir un impact sur la méthylation de PADN. En effet, il
a été montré que des rats soumis a une consommation d’alcool d’une durée de 9 semaines

subissent une diminution hépatocytaire de la S-adenosyle methionine, une co-enzyme importante
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pour le transfert de groupes méthyle. Cette modification est associée a une diminution de 40% de
la méthylation de PADN, notamment au niveau du promoteur de c-myc dont le niveau ’ARNm
est augmenté. Ces changements sont aussi liés a une augmentation du nombre de cassures double
brins et une plus forte sensibilité aux dommages a PADN médiés par les ROS (Lu et al., 2000).
Ces modifications épigénétiques sont particuliecrement importantes dans le contexte d’un foie
pathologique et contribuent tres certainement au développement tumoral (Hardy and Mann,

2016).

En résumé, malgré quelques effets directs sur la prolifération cellulaire la contribution de la
consommation d’alcool au développement tumoral est majoritairement liée a la mise en place

d’un environnement inflammatoire lié aux dommages hépatiques.

La stéato-hépatite non alcoolique

Une étude réalisée dans 22 pays a montré que les pathologies hépatiques non alcooliques
et liées a 'accumulation de graisse hépatique (NAFLD) touchaient environ 25% de la population
ce qui en fait la pathologie hépatique la plus fréquente. Ces pathologies sont généralement
associées a une alimentation riche en graisses et en sucres, une consommation importante de
produits transformés ainsi qu’a une vie sédentaire et I'absence d’activités physiques. Du point de
vue histologique, les NAFLD se caractérisent par une augmentation du volume hépatocytaire
(hépatocytes ballonisés) qui précede la formation de gouttelettes lipidiques en quantité plus ou
moins importante en fonction du stade. Le risque de développer un CHC est alors relativement
faible. Il devient toutefois important lorsqu’il est associé a un syndrome métabolique chronique
comme l'obésité, les diabétes de type 2 ou hypertension artérielle. I.a maladie tends alors a
évoluer en stéato-hépatite non-alcoolique (NASH) pouvant également progresser en fibrose
sévere ou en cirrhose (Dhamija et al., 2019). Comme pour les autres pathologies hépatiques la
stéatose dans le contexte des NAFLD induit un stress oxydatif, de la nécro-inflammation, des
dommages a PADN et une perméabilité intestinale qui contribuent au développement du CHC

(Anstee et al., 2019).

Les CHC lié a la NASH se caractérise par un taux élevé de tumeurs se développant sans la
présence de cirrhose ou de fibrose sévere (40 a 50%) (Negro, 2020). Dans ce contexte, la
présence de syndrome métabolique favorise la mise en place d’un environnement pro-
tumorigénique. En particulier, 'obésité et le diabéte de type II induisent une résistance a I'insuline
associé a une hyper-insulinémie qui favorise la sécrétion d” IGF-1 et d’«insulin receptor

substrate » (IRS-1) stimulant la prolifération cellulaire et la résistance a apoptose (Hashimoto
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and Tokushige, 2012). Ces pathologies favorisent également la mise en place d’un environnement
pro-inflammatoire spécifique de la NASH qui se caractérise par une augmentation du nombre de
lymphocyte T CD8" et CD4", un recrutement des cellules NK et NKT, une diminution du
nombre de cellules Kupffer, I'infiltration de monocytes circulants, 'activation des cellules étoilées
du foie et la production de cytokines inflammatoire (Koo et al., 2020). Bien que en apparence
anti-tumorigénique, cet environnement est susceptible de stimuler la formation tumorale.
Notamment il a été montré que la NASH favorise 'accumulation de lymphocytes B (PDL1")
produisant des immunoglobulines de type IgA" chez 'homme et la souris. De maniére
intéressante, la présence de ces cellules corréle avec une faible activité cytotoxique des LT.
L’inhibition pharmacologique ou la délétion génétique de ces LB dans un modéle murin
de NASH prévient la formation tumorale suite a la réactivation des LT cytotoxiques (Shalapour
et al, 2017). En paralléle, une étude a montré que la NASH favorise I'accumulation de
neutrophiles dans le foie, produisant des pi¢ges extracellulaires composés de chromatine
décondensée (NET). Ces structures ont récemment été décrites comme ayant un role pro-
tumorigénique. En effet, I'inhibition des NET dans un modeéle murin de NASH limite le
développement tumoral. Le désassemblage des NET affecte notamment le recrutement des
macrophages et la production de cytokines telle que 'IL6 (van der Windt et al.,, 2018). Dans
I'ensemble ces résultats suggerent que 'environnement hépatique spécifique qui est mis en place

lors de la progression de la NASH contribue au développement du carcinome hépatocellulaire.

En résumé ces différents facteurs de risques contribuent fortement a la transformation
tumorale hépatique sous la forme d’un processus complexe et multifactoriel. L’exposition
chronique a ces facteurs mene a apparition d’un environnement pro-inflaimmatoire qui stimule
développement tumoral lorsqu’il est combiné a des événements pro-oncogénique. De manicre
intéressante une ¢tude a montré que le type de stress induit suite a des dommages hépatiques
(nécroptose vs apoptose) orientait le lignage tumoral vers un devenir cholangiocytaire ou
hépatocytaire (Seehawer et al., 2018). Ces résultats soulignent une nouvelle fois 'importance de la
niche environnementale lors du développement de la carcinogénese hépatique. Cette niche met
en place un contexte cellulaire qui favorise la prolifération cellulaire et 'accumulation d’altérations
génétiques diverses. Dans la partie suivante nous allons justement nous intéresser aux origines
moléculaires du carcinome hépatocellulaire qui sont nombreuses et souvent tres différentes d’un

patient a I'autre.
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b. Bases moléculaires et hétérogénéité tumorale

La cellule d’origine du CHC est principalement I’hépatocyte mature. Dans certain cas
toutefois la transformation des précurseurs hépatiques ou la trans-différentiation des
cholangiocytes peut mener au développement de la maladie (Sia et al., 2017). La grande diversité
liée aux événements d’initiation et a Pexposition aux facteurs environnementaux font que le CHC
présente une forte hétérogénéité inter-tumorale. En effet, ’histoire évolutive de la maladie est
propre a chaque individu ce qui débouche sur un paysage mutationnel tres différent d’un patient
a lautre. En général, un CHC arbore entre 30 et 80 mutations, en revanche la vaste majorité
d’entre elles sont des mutations « passenger», qui n‘ont pas d’influence directe sur
développement de la maladie. Les données de séquencages des tumeurs humaines ont alors
permis d’identifier une dizaine de genes trés fréquemment mutés dans les CHC (voir Figure 13)
et qui constituent les « drivers » potentiels de la maladie (Llovet et al., 2016). En fonction de ses
altérations génétiques la tumeur est susceptible de présenter des caractéristiques cliniques,
phénotypiques et histologiques qui lui sont propres. En particulier ces données ont un impact
important sur la réponse aux traitements et le pronostic de la maladie. I devient donc essentiel de
stratifier les patients et leurs tumeurs en fonction de ces différentes caractéristiques (Calderaro et
al. 2019). Dans cette partie je vais brievement décrire les altérations moléculaires les plus
fréquentes dans le cadre du carcinome hépatocellulaire en détaillant comment certaines d’entre

elles permettent de définir des sous-classes de la maladie

HCC most frequently altered genes
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Figure 13 - Les plus fréquentes mutations du carcinome hépatocellulaire

Fréquence des mutations déterminée a partir des données des cohortes INSERM, MSK,
TCGA et RIKEN représentant 1065 patients atteins de CHC (cBioportal).
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b.1 Evénements drivers et classification du carcinome hépatocellulaire

Eviter la senescence réplicative

Une grande majorité des CHC se développent sur fond de foie cirrhotique. Dans ce contexte les
hépatocytes proliferent et forment des nodules de régénération qui peuvent évoluer en nodules
dysplasiques. Les hépatocytes sont toutefois des cellules quiescentes qui habituellement
proliférent peu. En conséquence, les cellules présentes dans les nodules régénératifs sont
soumises a un important raccourcissement de leurs télomeres. Cela favorise I'instabilité génétique
et pousse les cellules vers la senescence réplicative (Wiemann et al., 2002). Afin d’accomplir la
transition du stade de nodule dysplasique a celui de carcinome précoce, la cellule doit échapper a
ce mécanisme de sauvegarde. Plus de 90% des CHC ré-expriment alors la télomérase, une
enzyme permettant la reconstitution des télomeres. Cette réactivation se fait dans la plupart du
temps par méthylation du promoteur de TERT, duplication du gene ou insertion virale (Nault et
al., 2013). 1II s’agit donc du principal événement initiateur de la maladie. De manicre intéressante,
la taille des télomeres des cellules tumorales permet de discriminer entre les deux classes
principales de CHC. En effet, les tumeurs hautement prolifératives ont généralement un niveau
élevé ou modéré d’expression de TERT ce qui permet la formation de longs télomeéres. Ces
tumeurs sont considérées comme agressives et de mauvais pronostic. A I'inverse, les tumeurs plus
différenciées dites « non prolifératives », ont un faible niveau d’expression de TERT et des

télomeres plus courts(Ningarhari et al., 2020) (Voir Figure 14) .
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Figure 14 - Classification moléculaire, histologique et clinique des carcinomes
hépatocellulaire

Les deux principaux sous-groupes sont les tumeurs prolifératives et non prolifératives. Les tumeurs
prolifératives sont peu différenciées et caractérisées par une activation de RAS/MAPK, PI3K/AKT, des
mutations de TP53 et un infiltrat immunitaire important. Les tumeurs non prolifératives sont bien
différenciées, associées a des mutations de B-caténine et avec un infiltrat immunitaire faible.

Maintenance du cycle cellulaire

Afin d’assurer la progression tumorale il est essentiel de maintenir le cycle cellulaire actif,
méme dans des conditions de stress. Un des principaux genes qui controle la sortie du cycle
cellulaire est le gene TP53, qui est muté dans environ 30% des CHC. Dans le CHC, la plupart des

altérations de p53 sont des mutations du domaine de liaison a 'ADN avec une forte
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concentration d’événement au niveau de larginine 249 (R249S). Cette marque est associé a
Iexposition a I’Aflatoxine B1, un composé génotoxique produit par un champignon qui
contamine la nourriture et les cultures majoritairement en Asie et en Afrique (Hussain et al.,
2007). Ces mutations stabilisent la protéine tout en empéchant Iactivation des genes cibles de p53
sauvage et induisent habituellement 'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose (Finlay et al., 1989).
Cependant, plusieurs études suggerent que les formes mutées de p53 arborent aussi un phénotype
gain de fonction favorisé par les interactions avec de nouveaux partenaires (Kim and Lozano,
2018). Il est donc possible que ces interactions contribuent également a la transformation
hépatique. Quoi qu’il en soit, les mutations de p53 sont fréquemment associ¢es aux formes
agressives et peu différenciées de la maladie (classe proliférative). D’autres altérations ont
également un impact sur la régulation du cycle cellulaire. En particulier, on retrouve une
dérégulation de la voie de signalisation du Rétinoblastome avec notamment la délétion ou la

INK4A
G et

méthylation du promoteur de CDKN2A (60% des cas) codant pour les protéines pl
p19*%" des délétions de Rb (7%) et des amplifications du locus Cycline D1/FGF19 (5%)
(Wheeler and Roberts, 2017). Cette derniere altération défini un groupe particulier parmi la classe
proliférative qui se caractérise par une angiogenc¢se importante et des caractéristiques

histologiques particulieres (Groupe G3) (Calderaro et al., 2019).

La voie de signalisation Wnt/B-catenine

La voie Wnt/B-catenine affecte de nombreux mécanismes essentiels au développement et 2 la
physiologie hépatique. Elle est notamment impliquée dans le développement embryonnaire, la
différentiation des hépatocytes, la zonation et le métabolisme (Behari, 2010). Cette voie de
signalisation est altérée dans environ 45% des CHC avec notamment des mutations activatrices
de la B-caténine (30%), et des mutations inhibitrices I’AXINT (8%) et ’APC (3%) (Zucman-
Rossi et al., 2015). Les tumeurs présentant des mutations de la 3-caténine sont des tumeurs bien
différenti¢es qui proliférent peu et avec un profil histologique spécifique souvent caractérisé par
une cholestase intra-tumorale. Ces tumeurs sont peu agressives et de bon pronostic, elles sont
toutefois dépourvues d’infiltrats immunitaires, ce qui favorise leur résistantes aux
immunothérapies (Calderaro et al., 2019). Récemment une étude a montré que I'activation de la
B-catenine dans des CHC murins empéche le recrutement des cellules dendritiques présentatrices
d’antigenes. Ce phénotype préviens l'activation des cellules T cytotoxiques, ce qui rends les

tumeurs insensibles aux anti-PDL1 (Galarreta et al.,, 2019). Ces résultats sont particulicrement
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intéressants car ils font le lien entre les caractéristiques moléculaires de la tumeur et son
phénotype vis-a-vis des réponses aux thérapies. Il est cependant nécessaire de préciser que les
mutations de la 3-catenine et d’axinl ne sont pas associées au méme groupe de tumeurs. En effet
une ¢tude a montré que les mutations d’axinl n’induisent pas lactivation de la glutamine
synthétase (GS), une de cible transcriptionelle de la voie Wnt canonique dans le foie. Cela suggere
que le potentiel oncogénique de cette mutation passe par d’autres voies alternatives a Wnt
(Zucman-Rosst et al., 2007). En effet, contrairement aux tumeurs B-catenine activées, les tumeurs
présentant des délétions d’axinl sont peu différenciées et avec un infiltrat immunitaire important

(groupe G1, voir Figure 14) (Boyault et al., 2007).

Voies Ras/MAPK et PI3K/AKT

Les voies MAPK et AKT/mTOR sont activés dans plus de 50% des cas de CHC et sont associés
aux tumeurs agressives de la classe proliférative (Voir Figure 15) (Calderaro et al.,, 2019). En
particulier, une étude réalisée sur 46 tumeurs en provenance d’une cohorte asiatique, a montré
que toutes les tumeurs analysées présentaient un taux de phosphorylation de MEK dans les
tumeurs supérieur a celui du tissu environnant (de 7 fois en moyenne) (Huynh et al., 2003). Ici, le
marquage par immunohistochimie montre que le nombre de cellules p-MEK positives au sein de
la tumeur est supérieur lors des stades les plus avancés. De plus, les auteurs ont également détecté
la surexpression de ERK dans 91% (42/46) des tumeurs et sa phosphorylation dans 69%
(32/46). D’apres les eux, le marquage de ERK activé dans les tumeurs est majoritairement
cytoplasmique. Cela suggere que dans certaines cellules Pactivité cytoplasmique de ERK est
préférée a son role transcriptionnel. Par contre, on ne peut pas exclure que ces résultats soient
dus a une régulation dynamique de lactivit¢ de ERK dans ces cellules. La classification des
tumeurs utilisées lors de cette étude n’est pas connue toutefois le nombre important de tumeurs
présentant une activation de la voie MAPK suggere qu’il existe une surreprésentation des tumeurs
de la classe proliférative dans cette cohorte. Similairement, une étude réalisée sur 100 tumeurs en
provenance d’'une cohorte américaine a mis en évidence la surexpression de p-mTOR dans 15%
des cas et de SOK dans 45% des cas(Sahin et al., 2004). De plus, 'inhibition pharmacologique de
la voie mTOR dans des lignées tumorales hépatiques réduit leur prolifération et leur survie. Dans
ce contexte cette activation n’est toutefois pas associée a des stades plus tardifs ou a des tumeurs
de taille importantes. I.’activation constitutive de ces voies de signalisation est dépendante de
plusieurs altérations géniques et épigénétiques. En effet, on observe des amplifications des
ligands d’activation comme c-MET, IGF-1 et 2, FGF19 et le VEGFa chez 5-40% des patients
(Lee et al., 2013; Luo and Feng, 2014). L’inhibition des régulateurs négatifs de I’activation de Ras
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(RasGAP) ou des protéines impliquées dans les boucles de rétrocontrole négatifs est
fréquemment observée. Par exemple, il a été montré que sur une cohorte de 88 CHC, 12,5% des
patients présentaient une diminution de Pexpression de NF1, 78% de RASAL1 et 76% de
DAB2IP (Calvisi et al., 2011). Ces altérations semblent étre dépendantes de la méthylation du
promoteur, ou de la perte d’'un des alleles de ces génes. De plus, la réactivation de ces GTPases
dans des cellules de CHC inhibe leur prolifération et induit 'apoptose. Les niveaux d’expression
protéiques de RKIP, qui inhibe la phosphorylation de MEK par RAF, est diminuée chez 88% des
patients (Walker et al., 2011). Cette diminution est alors associée a une forte activation de la voie
MAPK dans ces tumeurs. Un faible niveau d’expression de la phosphatase DUSP1 corréle aussi
avec des niveaux élevés de p-ERK et un mauvais pronostic chez les patients atteints de CHC
(Calvisi et al., 2008). Les délétions de RSK2 sont également fréquentes (6,3%) et empéchent la
régulation négative de SOS (Chan et al., 2021). Cette altération défini un groupe de patients avec
des tumeurs agressives et sensibles au Sorafenib, un inhibiteur de tyrosines kinases. La
réexpression de RSK2 dans des lignées de CHC, réactive la boucle de rétrocontrole négative de la
voie MAPK et diminue la phosphorylation de ERK. De plus, les mutations des régulateurs
négatifs de la voie PI3K/AKT sont communes. On obsetve notamment 1-3% de délétion de
PTEN et 2-5% de délétion de TSC1 et TSC2 qui correlent toutes avec une sur-activation de la
voie (Zucman-Rossi et al., 2015). Les mutations activatrices de RAS et PI3KCA sont en revanche
relativement rares et touchent entre 2 a 4% des patients (Schulze et al,, 2016). De manicre
intéressante, 'ensemble altération présentées ici sont rarement concomitantes et contribuent
donc a P'activation de ces voies dans une grande proportion de patients (Delire and Stirkel, 2015).
Les conséquences fonctionnelles de cette activation sont nombreuses, les principales étant la

prolifération, la survie, 'angiogenese, I'inflammation et la migration cellulaire.
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Figure 15 - Génes dérégulés dans le CHC

Les pourcentages représentent la proportion de patients qui présentent des altérations dans le gene
en question. La couleur rouge indique les amplifications et les mutations activatrices alors que la

couleur bleue indique les délétions, downrégulation ou mutation inhibitrices.
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Régulation épigénétique

Certains genes impliqués dans la régulation épigénétique sont également fréquemment altérés
dans les CHC. En particulier on retrouve des mutations inactivatrices de ARIDIA et ARID2 (9
et 5%), qui sont des membres du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF impliqués
dans la régulation de la transcription. Des mutations inactivatrices des protéines impliquées dans
la méthylation de PADN et des histones (MLL) ont également été détectées dans un grand
nombre de tumeurs (6 a 10%) (Rao et al., 2017). L’activité de ces génes a un impact important sur
le paysage transcriptionnel de la cellule. De ce fait, les conséquences phénotypiques de ces
altérations sont certainement diverses et susceptibles d’étre dépendantes du contexte. Par
exemple, il a été montré que 'expression de ARID1A était nécessaire a I'initiation de CHC murin
via I'activation de la transcription des geénes de la famille des cytochromes P450. Lorsqu’ils sont
continuellement activés en conditions de stress importants, ces cytochromes produisent des ROS
essentiels a la transformation. Toutefois, les auteurs ont également montré que la délétion de
ARIDTA une fois la tumeur initiée induisait un phénotype migratoire et lapparition de
métastases extra-hépatiques (Sun et al., 2017). Ces résultats suggerent que ARID1TA a des roles
opposés en fonction du stade de développement tumoral. Les effets trés variés des régulateurs
épigénétiques sur 'expression des genes sont certainement une des raisons pour lesquelles ils sont
altérés dans plusieurs sous classes de CHC. 1 est alors possible que leur perturbation mene a des

devenirs différents en fonction du contexte cellulaire (Wheeler and Roberts, 2017).

Stress oxydatif

Parmi les genes fréquemment mutés dans le CHC on retrouve également des délétions de
KEAP1 (4%) qui est responsable de la dégradation de Nrf2, qui est lui amplifié chez 5% des
patients. (Zucman-Rossi et al., 2015). Nrf2 est un facteur de transcription impliqué dans la
réponse au stress oxydatif qui participe aux mécanismes de réparation de PADN et permet
Iexpression de protéines anti-oxydantes (Ma, 2013). Le stress oxydatif et la production de ROS
sont essentiels a I'initiation du CHC. IIs peuvent toutefois étre un frein a la progression tumorale
et causer la mort des cellules tumorales en cas d’accumulation trop importante due a hypoxie, la
nécro-inflammation ou les traitements anti-cancéreux. Ainsi, une étude réalisée sur 65 patients a
montré qu’un haut niveau d’expression de Nrf2 était associé a des tumeurs de stades avancées
souvent peu différenciées et métastatiques. Les auteurs ont également montré une corrélation
entre I'expression de Nrf2 et de genes anti-apoptotique (BCL-x) et pro-migratoire (MMPY)
(Zhang et al., 2015).
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En résumé le type d’altération génétique varie énormément d’un patient a 'autre, ce qui fait du
carcinome hépatocellulaire une maladie tres hétérogene. Il est notamment possible de modéliser
cette hétérogénéité avec des modeles précliniques qui seront décrits plus tard. L’utilisation de ces
modeles permet notamment d’étudier limpact phénotypique de ces altérations sur le
développement tumoral et d’identifier les mécanismes de résistances aux traitements. La
stratification des patients est donc essentielle afin de fournir des traitements adaptés a la maladie
de chacun. Il existe toutefois une limitation non négligeable au développement de cette médecine
personnalisée. Il s’agit bien évidemment de I’hétérogénéité intra-tumorale qui est aussi présente

dans le cadre du CHC et fait 'objet de la partie suivante.

b.2 Hétérogénéité intra-tumorale

D’une fagon semblable a ce qui a été fait pour d’autres types de tumeurs, plusieurs études
se sont employées a étudier hétérogénéité génétique et la diversité clonale du carcinome
hépatocellulaire. Ces études s’accordent sur le fait que dans la vaste majorité des CHC les
principales altérations génétiques dites « driver » (TERT, TP53, CTNNBI etc...) sont clonales et
donc présentes dans 'ensemble de la tumeur (Lin et al., 2017; Torrecilla et al., 2017; Zhai et al.,
2017). Toutefois, bien qu’ils soient minoritaires certains patients arborent une distribution
hétérogene de ces altérations « driver », qui se traduit par des différences morphologiques et
phénotypiques importantes a I'intérieur de la tumeur (An et al., 2001; Friemel et al., 2015). 11 est
néanmoins probable que ces tumeurs soient issues de deux événements de transformation
indépendants ayant eu lieu quasi-simultanénement. Ces données suggerent que linitiation et
Pacquisition des premiers événements « driver » de la maladie procede selon un mode linéaire. En
effet avantage sélectif accordé par ces mutations est si important que les cellules subissent une
expansion clonale qui élimine les compétiteurs. La diversification clonale est alors plus tardive et
semble prendre de 'ampleur au cours de la progression tumorale (Craig et al., 2020; Ding et al.,
2019; Zhai et al.,, 2017) La progression tardive de la maladie est alors soumise a une forme

d’évolution neutre et branchée pouvant potentiellement affecter le phénotype tumoral.

Cependant nous avons mentionné dans la partie I1.1.b de cette introduction que 'TTH ne
se résumait pas seulement a I'hétérogénéité génétique des tumeurs. Notamment, I'analyse de
I'épigénome de ces tumeurs dans le contexte de 'I'TH a mis en évidence une distribution

hétérogene du statut de méthylation de PADN. De manicre intéressante les genes soumis a cette
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régulation différentielle sont impliquées dans plusieurs mécanismes importants pour la
tumorigenese comme la prolifération, la différentiation, la migration et P'activité transcriptionnelle
(Lin et al., 2017). En paralléle certaines études se sont intéressées a I'analyse du transcriptome en
cellule unique et ont identifiés la présence d’une importante hétérogénéité. Par exemple, il a été
montré qu'au sein dune méme tumeur cohabitait des cellules avec des signatures
transcriptionnelles caractéristiques de 3 classes de CHC différents (Hoshida S1, S2 et S3).
Etonnamment, alors que I'ensemble de la tumeur exprime les facteurs de transcription FOS et
JUN certaines régions ont une expression spécifique de facteurs de transcription ETS ou des
genes habituellement exprimées par des cellules non différentiés comme OCT4 ou NANOG
(Losic et al., 2020). Potentiellement, ces résultats soulevent des interrogations quant a I’activation
différentielle de la voie des MAPK en fonction du statut de différentiation. La notion de cellule
souche cancéreuse hépatique reste débattue du fait de la capacité qu’ont les hépatocytes matures a
se dé-différentier pour régénérer le tissu endommagé. Toutefois, certaines études ont identifiés
des marqueurs d’un phénotype de cellules souches cancéreuses comme EpCam, CD133, CD24 et
CD44. En particulier, une étude a mis en évidence la présence de 5 populations au sein des
lignées Huhl et Huh7, chacune exprimant différemment marqueurs de surfaces associés aux
cellules souches. Ces populations présentent des caractéristiques différentes concernant leurs
capacités prolifératives en condition d’hypoxie ou normoxie. De plus, I'analyse du transcriptome
en cellule unique a lié expression de CD133, EpCam et CD24 a trois clusters d’enrichissement
pour les voies de signalisation AKT, p38 MAPK et NF-«B respectivement (Zheng et al., 2018).
Dans leur ensemble ces données suggerent la présence d’une grande hétérogénéité fonctionnelle
influencées par les statuts épigénétiques, transcriptionnels et I'état de différentiation de la cellule.
Toutefois ces disparités ne sont pas nécessairement stables et sont susceptibles d’étre
dépendantes des variations de lenvironnement dans lequel ils évoluent. Parallelement elles
peuvent également induire des modifications locales de leur microenvironnement. En effet, les
analyses combinées de DNAseq, RNAseq, TCRseq, présentation d’antigénes et multiplexage
immun a mis en évidence la distribution hétérogene de linfiltrat immunitaire en fonction de
régions. Notamment ces études ont révélé existence au sein de la méme tumeur de différents
mécanismes d’évasions du controle immunitaire. Parmi ces mécanismes on retrouve la réduction
de Tinfiltration immune, l'uprégulation des éléments de checkpoint immunitaire, la perte
d’hétérozygocité des molécules HLLA, la faible immunogénicité des antigenes de surface ou la

réduction de la clonalité des récepteur des cellules T (Dong et al., 2020; Losic et al., 2020).

Dans leur globalité ces études nous renseignent sur le mode d’évolution relativement
g g

complexe des tumeurs hépatiques. En dépit d’une hétérogénéité génétique faible par rapport a

71



d’autres types de tumeurs, les CHC arborent une grande diversité phénotypique. Le
microenvironnement tumoral et Pétat épigénétique dont dépend le transcriptome et le statut de
différentiation est tres variable au sein de la tumeur. Cependant, les études fonctionnelles sont
encore trop rares. En conséquence, nos connaissances concernant 'impact de ces mécanismes
sur le devenir cellulaire, les interactions entre clones, des clones avec leur microenvironnement ou
la sensibilité aux thérapies, restent limités. Il est donc intéressant de développer des modéles
précliniques afin d’étudier ces interactions sans se limiter aux approches descriptives. Quoi qu’il
en soit ces aspects semblent grandement impacter le devenir des patients. Notamment, le
laboratoire d’Augusto Villanueva a défini une signature transcriptomique composée de 365 geénes
associés a la présence d’une forte ITH. Cette signature, présente chez 39% (139/359) des patients
de la cohorte TCGA, est associée a un taux élevé de récurrences et un mauvais pronostic (Losic
et al., 2020). Il est probable que cette tendance soit liée a la capacité d’adaptation des tumeurs
hétérogenes a leur environnement et aux thérapies visant a les éliminer. Dans la partie suivant
nous allons justement brievement présenter I'arsenal thérapeutique dont disposent les cliniciens

afin de combattre le CHC.

c. Approches thérapeutiques
Le type de prise en charge thérapeutique des patients est défini par le protocole de la clinique de

Barcelone (BCLC) (Voir Figure 16) qui évalue les traitements adaptés en fonction du stade
d’évolution de la tumeur. Ce stade est défini en fonction de la taille de la tumeur, le nombre de
nodules intra-hépatiques, la présence ou non d’invasion au niveau de la veine portale ou en extra-
hépatique, le score de sévérité de la pathologie hépatique (Child-Pugh A, B ou C) et I'état général
du patient (PS) (Karademir, 2018).
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Figure 16 - Protocole de Barcelone pour la stratification et le traitement des patients

Abbreviation: M (Metastasis), N (Node classifcation), PS (Performance status), RFA (Radio-frequency
ablation), TACE (Transarterial chemoembolization)

Stades précoces et intermédiaires

Les patients qui présentent une tumeur de moins de 3cm composée de moins de 3 nodules et
avec une atteinte hépatique peu sévere (Score Child Pugh : A) sont au stade précoce (A) ou tres
précoce (0) et sont éligibles pour les traitements a visée curative dont le taux de survie est
excellent (Overall survival (OS) > 5ans). Parmi les traitements disponibles a ce stade il y a la
résection chirurgicale de la tumeur ou d’une partie du foie, I'ablation de la tumeur par sonde
radiofréquence ou électroporation et le remplacement de 'organe malade par transplantation
(Forner et al., 2018). Les patients qui sont catégorisés au stade intermédiaire (B) (tumeur multi-
nodulaire, sévérité de la pathologie hépatique faible ou intermédiaire) sont dirigés vers un
traitement par chimio-embolisation trans-artérielle (TACE). Le principe de cette intervention
consiste a introduire un cathéter a proximité de I'artere alimentant la tumeur pour y injecter une
drogue de chimiothérapie (doxorubicine, cisplatine mitomycine C etc...). Ces drogues sont
associées a des microbilles ou des composés hydrophobes afin de bloquer les arteres de la tumeur

et prolonger le temps d’administration. I’objectif de ce traitement est de réduire la taille des

73



nodules afin que le patient devienne éligible aux interventions radiologiques et chirurgicales. La
survie moyenne des patients (OS) apres cette intervention est estimée a 28.6 mois (Raoul et al.,

2019).

Stades avancés

Les stades avancés (C) se caractérisent par une invasion de la veine porte hépatique, la présence
ou non de métastases extra-hépatiques et un score de Child Pugh faible ou intermédiaire (A ou
B). Avant ce stade les patients ne sont pas symptomatiques. Par conséquent, et a moins d’un suivi
régulier due a une pathologie hépatique identifiée, les patients sont le plus souvent diagnostiqués
a ce stade. L’expression endogene, par les hépatocytes, des pompes d’efflux (ABC) et
I'insuffisance hépatique associé a la cirrhose rend les chimiothérapies dangereuses et innéficaces
sur ces patients (Neureiter et al., 2019). Pendant longtemps la seule thérapie proposée était donc
le Sorafénib, un inhibiteur ciblant plusieurs récepteurs tyrosine kinase notamment le VEGFER,
PDGFR, FlIt-3 et c-Kit, de méme que RAF (Marisi et al., 2018). Cependant, seulement 30% des
patients bénéficient du traitement et avec une survie globale qui reste limitée a 13 mois en
moyenne. De plus le médicament est trés toxique et induit I'apparition de mécanismes de
résistances intervenants souvent aprés 6 mois de traitement. Ces mécanismes sont divers et
provoquent fréquemment la réactivation de ERK, ou lactivation de voies alternatives comme
PI3K/AKT ou STAT3 (Tang et al., 2020). Plus récemment, d’autres inhibiteurs de RTK ont été
autorisés comme le Lenvatinib en premiere intention et le Régorafinib en deuxieme ligne de
traitement. Cependant alors que le premier est équivalent au Sorafenib le deuxieme n’améliore la
survie globale que de deux mois. Les immunothérapies et en particulier les anti-PD1 et PDL1 ont
relevé les attentes et les espoirs d’améliorer la prise en charge des patients de CHC. Hélas,
plusieurs essais cliniques de phase III ont montré que seul 20% des patients bénéficiaient du
traitement et que la survie globale n’était pas supérieure au Sorafénib en premiere ligne ou au
Régorafénib en seconde ligne (Finn et al., 2020a; Yau et al., 2019). Un essai clinique de phase I1I
paru récemment a cependant montré qu’il existe un effet synergique entre I'atezolizumab (anti-
PDL1) et le bevicizumab (anti-VEGF). En effet, la survie moyenne a un an a été estimé a 67.2%
pour le groupe ayant recu I'atezolizumab + bevicizumab contre 54.6% pour le groupe ayant regu
le Sorafénib (Finn et al., 2020b). Si ces résultats se confirment ce traitement devrait/sera
probablement devenir le standard pour les patients de stade C. En revanche, un groupe de patient
(Stade D) n’est éligible a aucune stratégie thérapeutique a cause d’une insuffisance hépatique trop
importante (Child Pugh : C). Ce stade de cirrthose avancée ne leur permet pas de supporter un
traitement pharmacologique et leur survie globale est alors estimée a 3 mois en moyenne. Ils sont

donc inclus dans un protocole de soins palliatifs.
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En résumé, bien que I'arsenal thérapeutique ait considérablement augmenté ces dernicres années
le traitement et la prise en charge du CHC reste difficile. En effet, certains patients restent
insensibles a ces thérapies, ce qui laisse la place au développement de nouvelles stratégies et
combinaisons. Dans cette optique il est essentiel de développer des modeles pré-cliniques afin de
mieux comprendre la maladie et déterminer quels mécanismes peuvent avoir un intérét
thérapeutique. Dans la partie suivante je vais alors développer en détails les différents modéles

qui sont a disposition des chercheurs.
2. Modeles expérimentaux pour |'étude du carcinome hépatocellulaire.

L’utilisation de modeles expérimentaux est indispensable a la compréhension et 'analyse des
mécanismes biologiques. En théorie, le modele idéal récapitule avec précision le mécanisme ou la
pathologie d’intérét. Il fournit également suffisamment de matériel biologique pour réaliser des
séries d’expérimentations avec reproductibilité. Malheureusement, un mod¢le idéal n’existe pas,
chaque modele expérimental differe nécessairement de la réalité biologique. Il convient donc de
choisir le modele le plus adapté a sa question biologique tout en prenant compte des avantages et
inconvénients qui y sont associés. Malgré ces limitations, I'utilisation de modeles expérimentaux a
permis des avancées conséquentes en termes de développements thérapeutiques et de
compréhensions biologiques. Dans cette partie je vais présenter les avantages et les limitations

des modeles de CHC les plus utilisées dans la recherche scientifique.

a. Les modéles cellulaires

Le développement des modeles de culture 7z vitro date du milieu du 20°™ siécle avec
notamment ’établissement de la lignée Hel.a, premier modele de carcinome humain a étre
propagé en culture. Au cours des décennies suivantes, un grand nombre de lignées ont étés
préparées a partir de 'immortalisation de cultures primaires ou l'isolation de tumeurs issues de
différents tissus. Le foie ne fait bien évidemment pas exception et on dénombre plus d’une
cinquantaine de lignées de CHC disponibles. Par exemple la lignée Huh7, une des lignées les plus
utilisées, est issue d’un hépatocarcinome bien différencié. En raison de sa forte susceptibilité a
Iinfection par HCV cette lignée est souvent utilisée pour étudier les interactions avec le virus
(Kasai et al., 2018). LLa manipulation de ces lignées est simple, peu cotteuse et donne acces a une
grande quantité de matériel biologique. Elles sont également relativement homogenes, bien que
susceptibles de dériver, ce qui en fait un modéle intéressant pour étudier des mécanismes
moléculaires avec reproductibilité. Il s’agit en revanche d’un systeme assez éloigné du contexte

tumoral. En effet, les conditions de culture standardisée en 2D modifient la morphologie
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cellulaire et utilisent de grandes quantités de nutriments dans le milieu de culture (sucres, facteur
de croissances, métabolites, oxygene etc...). De plus, ces lignées ne sont issues que d’une infime
partie de la tumeur d’origine et plusieurs cellules, notamment les cellules du microenvironnement,
ne survivent pas a U'expansion zz vitro. Bien qu’il soit possible de se rapprocher du contexte
physiologique en modifiant les parameétres de cultures ou en organisant des co-cultures, ces
systemes restent tres simplifiés. Ces modéles sont toutefois fort utiles pour identifier les
mécanismes moléculaires ou des vulnérabilités thérapeutiques. Par exemple, une équipe a effectué
I'analyse de RNAseq, miRNAseq, la quantification de 126 protéines et le screening de 31 drogues
sur 32 lignées de CHC (Caruso et al, 2019). Ces lignées sont toutes associées a la classe
prolifératives des CHC mais les auteurs ont pu identifier 3 sous-groupes en fonction de leurs
caractéristiques moléculaires et leurs statuts de différenciation. De plus, en fonction de leurs
caractéristiques ces lignées sont parfois associées a une meilleure sensibilité a certaines drogues.
Environ la moitié des lignées arboraient des altérations mutuellement exclusives de la voie
MAPK (amplification de FGF19 ou MET, NRAS®™ ou délétion de RSK2). Ce groupe est
caractérisé par une plus forte sensibilité au tramétinib (inhibiteur de MEK) et a permis d’identifier
une signature de 5 génes associé a une bonne réponse a la drogue (HSD17B7, RORC, MRPS14,
SERINC2 et LAD1).

Comme alternative a 'utilisation de lignées dérivées de tumeurs il est possible de préparer
des hépatocytes primaires a partir de prélevement de foie sain humain ou murin. Cependant, ces
cellules proliférent trés peu et perdent leurs marqueurs hépatocytaires aprés quelques jours en
culture. Il est possible d’optimiser leur utilisation en modifiant les conditions de culture mais ces
procédures sont couteuses et difficiles a mettre en place (Shulman and Nahmias, 2013). De plus,
I'immortalisation avec le SV40TAg ou d’autres protéines virales altere I’état de différenciation et
donc les fonctions hépatiques de ces cellules. Une autre alternative propose donc de préparer des
lignées a partir de progéniteurs hépatiques. Au stade E14 du développement embryonnaire murin
les cellules hépatiques progénitrices se différencient en hépatocytes et cholangiocytes (Fausto et
al., 1993). La mise en culture des suspensions cellulaires issues de la dissociation des foies
embryonnaires (E14) permet I'émergence de clones épithéliaux (Strick-Marchand and Weiss,
2002, 2003). En conditions de culture classique ces cellules expriment des marqueurs de cellules
souches hépatiques (cellules ovales: CD34, c-kit...), hépatocytaires (HF4A, AFP...) et
ductulaires (CK7, CK19...) mais n’arborent pas des fonctions de cellules différentiées (ALB,
ADH, formation de canaux biliaires etc...). En revanche, ces cellules se différentient en
hépatocytes matures et fonctionnels lorsqu’ils sont cultivés en agrégats. Alternativement, elles

forment des canaux biliaires lorsqu’elles sont ensemencées dans du Matrigel. Ce processus de
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différentiation est réversible lorsque les cellules sont a nouveau placées en conditions de culture
2D ou elles peuvent étre amplifiées indéfiniment sans atteindre la limite de Hayflick. De plus, ces
cellules ne forment ni colonies en soft agar, ni tumeurs suite a leur injection sous-cutanées dans
des souris immunodéprimées. Elles sont donc non tumorigéniques. Ces caractéristiques
étonnantes leur ont valu le nom de « Bipotential mouse embryonic liver » (BMEL). Ces cellules
constituent un mode¢le trés intéressant pour étudier la différenciation et la régénération hépatique
(Akkari et al., 2010). En effet, leur injection dans des foies endommagés permet la repopulation
et la régénération du foie (Strick-Marchand et al., 2004). De plus, ces cellules peuvent étre
manipulées ex-vivo (expression d’oncogenes, délétion de suppresseurs de tumeurs, suivi du
lignage etc...) ce qui en fait également un modele intéressant pour étudier les événements

oncogéniques a partir de cellules non malignes (Akkari et al., 2012; Bacevic et al., 2019).

En résumé lutilisation des lignées cellulaire hépatiques a permis de grandes avancés dans
la compréhension des mécanismes moléculaires, oncogéniques et thérapeutiques du CHC.
Toutefois comme nous I'avons décrit dans cette partie ces systemes simplifiés présentent de
fortes limitations dues aux conditions méme de cultures. En revanche, il rest intéressant de les
combiner avec des modeles 7z vzvo pour s’affranchir de certaines de ces contraintes. Nous allons

développer ces modcles dans la partie suivante.

b. Les modeéles de xénogreffes et allogreffes

Ces modeles consistent en Iinjection de cellules transformées dans un organisme vivant,
majoritairement des souris et des rats. Les premieres injections de lignées tumorales remontent
aux années 1970 et ont permis d’étudier 7z vivo les mécanismes de prolifération, de migration et de
sensibilité aux drogues. Classiquement ces greffes sont réalisées via une injection au niveau du
flanc de I'animal qui permet la croissance tumorale sous-cutanée (Rygaard and Poulsen, 1969). La
procédure est simple et permet une croissance tumorale facilement mesurable avec un pied a
coulisse. Bien que ce systeme soit plus proche du milieu tumoral que la culture classique il
présente quelques limitations notamment vis-a-vis de 'environnement dans lequel les cellules
évoluent. Pour pallier a ce probleme, des équipes ont développés des modeles de greffes
orthotopiques, qui consistent a I'injection des cellules dans leur tissue d’origine. Ces injections
nécessitent toutefois une procédure chirurgicale qui est plus difficile a mettre en place. Des
modeles orthoptiques hépatiques ont été développés et s’appuient sur Iinjection de cellules
directement dans un lobe hépatiques ou par voie intra-splénique. Ils sont particulierement
pertinents pour étudier la contribution de I'environnement du foie a la progression tumorale

(Reiberger et al., 2015). Ces modeles offrent un grand nombre de possibilités vis-a-vis des cellules
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a injecter. Il est en effet possible de choisir des lignées en fonction de leurs caractéristiques
moléculaires et d’en combiner plusieurs pour étudier Phétérogénéité intra-tumorale. Ce modele
offre également la possibilit¢é de marquer les cellules pour les suivre et identifier leur devenir

(Barcoding, suivi fluorescent, luciférase, etc...) (Cornils et al., 2014; Weber et al., 2011).

11 est aussi possible de produire « patients derived xenografts » (PDX) a partir de CHC (Hu et al.,
2020). La procédure nécessite de collecter une picce opératoire fraiche suite a sa résection
chirurgicale, puis la greffer sur une souris immunodéprimée (NSG ou NRG) en sous-cutané ou
directement dans le foie. La tumeur peut ensuite ¢tre maintenue en la transplantant d’animaux en
animaux. I’avantage de cette approche est qu’elle permet de reconstituer les caractéristiques
histologiques de la tumeur d’origine et de tester plusieurs drogues dans des modeles 7z vivo qui
récapitulent certaines caractéristiques de la tumeur d’origine. Cependant, c’est une procédure
lourde avec un taux de succes relativement faible pour les CHC (30-40%) ce qui limite leur
utilisation (Xu et al,, 2020). En particulier les tumeurs peu avancées et de la classe non

proliférative permettent rarement de produire des PDX.

Dans I'ensemble, les modeles de xénogreffes sont particulierement versatiles et utiles pour étudier
un grand nombre de mécanismes biologiques. Toutefois, les rejets de greffes contraignent a
Iutilisation d’animaux immunodéprimés (Nudes, SCID etc...). Cela rend donc compliqué, voire
impossible, I’étude des mécanismes de la réponse immune adaptative. Les allogreffes, a savoir
I'injection de cellules issues de la méme espéce et du méme fond génétique permettent de

s’affranchir de ces limitations mais sont parfois compliqués a mettre en application.

c. Modeles de carcinogénése chimiques et régimes

Un des principaux roles du foie est la détoxification des molécules exogenes. I’organe est donc
constamment exposé a des composés et des métabolites toxiques qui peuvent favoriser le
développement du CHC (Zimmerman and Lewis, 1995). Des agents toxiques ont été testés sur
des animaux afin d’en comprendre leurs effets ou de mettre en place des modeles de pathologies
hépatiques. Plus récemment, les modeles basées sur des régimes alimentaires ont également été

développés afin de mimer les effets de la NASH.

Tétrachloride de carbone (CCl,)

Le CCl, est un produit chimique qui permet d’induire une fibrose avancée chez la souris et
pouvant aboutir au développement de cirrhose chez le rat. Son administration peut se faire par

voie orale diluée dans I’eau de boisson, sous forme de gaz ou par injections intra-péritonéale (IP).
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Le CCl, n’est pas un élément chimique directement génotoxique, toutefois sa métabolisation par
la voie du cytochrome P450 induit la production de trichloromethyl (CCLy). Le CCly se fixe au
niveau de plusieurs lipides cellulaires favorisant leur 3-oxydation et la production de ROS. Des
acides gras sont alors produits et peuvent mener a la stéatose hépatique (Boll et al., 2001). Dans
I'ensemble, le traitement au CCl, induit une réaction inflammatoire qui active les cellules de
Kupffer et les cellules étoilées du foie provoquant la fibrose hépatique. Utilisé seul et pendant une
longue période, le traitement au CCl, peut induire I'apparition de CHC mais avec une pénétrance
faible qui varie en fonction du sexe et du fond génétique utilisé (Molina-Sanchez and Lujambio,
2019). Cependant, le traitement au CCl,est intéressant car il récapitule en partie les changements
environnementaux que I’on observe dans la pathologie humaine. Il peut donc étre avantageux de
le combiner avec des modeles de greffe hépatiques ou d’autres agents chimiques. En particulier,

le CCl, est souvent administré en combinaison avec des injections de diethylnitrosamine (DEN).

Diethynitrosamine (DEN)

Le DEN est I'agent génotoxique le plus fréquemment utilisé. Le DEN est métabolisé par les
hépatocytes via la voie du cytochrome P450, ce qui induit la production de ROS et de stress
hépatique. De plus, les composés produits par la dégradation du DEN sont des agents
intercalants de PADN, ce qui favorise les erreurs de réplication et les cassures ’ADN double
brins, et donc apparition des mutations (Verna et al., 1990). Le séquencage des tumeurs induites
suite a 'administration de DEN a mis en évidence un taux élevé de mutations avec des altérations
fréquentes de Egfr, BRaf, HRas et APC (Connor et al., 2018). Il est préférentiellement administré
pat voie IP par injections répétées de 1-100mg/kg mais il existe un grand nombre de protocoles
et de voie d’inoculations différentes. La dose utilisée, le nombre d’injections, la voie
d’administration, le sexe et le fond génétique de I'animal influencent grandement la pénétrance et
la cinétique d’apparition des tumeurs. Par exemple, 100% des males développent des tumeurs
suite a des injections répétées de DEN sur une durée de 36 semaines contre seulement 30% des
femelles (Nakatani et al., 2001). Cette différence fait du DEN un modele intéressant pour étudier
les disparités d’incidence du CHC liées au sexe. Toutefois le modéle est relativement peu
reproductible et nécessite une longue période de traitement avant 'apparition des tumeurs. De
plus les tumeurs induites sont limitées a quelques événements oncogéniques et ne développent
pas de métastases ce qui restreint les études a I'analyse des tumeurs primaires. Ces contraintes
peuvent toutefois étre en partie contournées en combinant le DEN avec d’autres composés
génotoxiques comme le phénobarbitol qui accélére I'apparition des tumeurs et mene parfois a la

formation de métastases extra-hépatiques (Waxman and Azaroff, 1992).
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Modeéles de régimes alimentaires

L’augmentation croissante des cas de CHC liés aux NAFLD et a la NASH a incité la
communauté scientifique a développer des modeles qui récapitulent au mieux les particularités de
ces pathologies. Ces modéles sont essentiellement basés sur lutilisation de régimes qui
reproduisent certaines perturbations observés dans le contexte des NAFLD. Par exemple, un
régime déficient en choline ou en methionine (M-CDD) perturbe le métabolisme des lipides ce
qui induit stress mitochondrial, production de ROS, stéatose hépatique et inflammation (Corbin
and Zeisel, 2012). Sur des longues périodes de temps (+/- 12 mois) certains animaux
développent des CHC mais la réponse au régime est globalement hétérogene. De plus, les
animaux y sont soumis présentent également des cachexies synonymes d’importantes pertes de
poids (Rinella and Green, 2004). Cet aspect est en discordance avec la pathologie humaine ou les
patients sont en surpoids et présentent un syndrome métabolique chronique. Une variante du
régime déficient en choline est de I’associer avec un régime riche en graisse (HF-CD). Toutefois
bien que la cachexie soit ici évitée les effets métaboliques restent limités et hétérogenes,
notamment par rapport a I'aspect inflammatoire de la NASH, et par conséquent, a la maladie
fibrotique. Alternativement l'utilisation d’un régime riche en graisse, en cholestérol et avec I'ajout
de sucrose dans I’eau de boisson (western diet) semble plus efficace pour induire NAFLD,
NASH, fibrose, résistance a linsuline et obésité chez les animaux. De plus, 89% d’entre eux
développent spontanément des CHC apres 8 et 13 mois de régime (Asgharpour et al., 2016). On
note que les résultats obtenus grace a ces régimes sont également dépendant du sexe, du fond
génétique utilisé mais aussi de I'animalerie dans laquelle les animaux évoluent. Ce dernier point
est certainement lié a la composition du microbiote qui influence le développement de la NASH
(Bashiardes et al., 2016) Ces modeles restent cependant couteux et relativement long a mettre en
place. Quoi qu’il en soit ces régimes restent trés intéressants pour étudier le role de
Ienvironnement et de la NASH sur le développement tumoral. IIs peuvent notamment étre
combinés a des modeles de greffes hépatiques, carcinogénese chimiques ou génétiques pour

s’affranchir de certaines de ces contraintes.

En résumé, les différents modeles de régimes alimentaires sont particuliecrement utiles pour
simuler les modifications environnementales qui précédent Dapparition de la maladie.
Indépendamment, ils sont toutefois relativement peu efficaces pour induire le développement
tumoral et offrent peu de possibilité de controle des événements oncogéniques a étudier. Il est
donc préférable de les utiliser en combinaisons avec d’autres modeles. Dans la partie suivante je

vais aborder les modeles génétiques de CHC qui autorisent plus de libertés.
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d. Les modeles génétiques

Contrairement aux modeles présentés dans la partie précédente les modeles transgéniques
autorisent I’étude d’altérations génétiques spécifiques. En effet, les techniques de micro-injection
d’ADN, infections lentivirales ou d’édition du génome réalisées dans des cellules embryonnaires
souches permettent de produire des animaux qui présentent des altérations génétiques pertinentes
pour la maladie a étudier (Jaenisch, 1988). De plus, 'expression constitutive d’oncogenes ou la
délétion de suppresseur de tumeurs peut étre placée sous le controle de promoteurs tissus
spécifique, inductibles ou non. Par exemple, le promoteur a 'albumine restreint 'expression d’un
transgene aux hépatocytes. Tandis que les promoteurs inductibles, comme ceux dont lactivité est
régulé par la tétracycline, ou ceux qui utilisent le systeme de recombinaison Cre-ER-lox,
permettent le controle temporel de I'expression génique (Lampreht Tratar et al.,, 2018). En se
basant sur ces approches de nombreux modeles reposant sur des altérations géniques pertinentes
aux CHC ont été établis. Par exemple la surexpression hépato-spécifique de MET est suffisante
pour générer des CHC chez environs 60% des souris aprés 1 an (Wang et al., 2001). D’autres
modeles dépendant d’altérations fréquemment observées dans la pathologie humaine comme
Pexpression des protéines du VHB ou VHC, 'amplification de c-myc, l'inactivation de p53,
l'activation de la B-caténine etc... sont également disponibles et aptes a induire la tumorigénese
hépatique (Newell et al,, 2008). Toutefois la mise en place de ces modeles transgénique est
longue, couteuse et introduit des altérations génétiques germinales qui sont exprimées, au pire
dans ensemble de I'animal, au mieux dans I'ensemble du tissu. Cet aspect est peu représentatif
de la réalit¢ dans laquelle la transformation intervient dans une cellule entourée d’un

environnement « sauvage ».

Plus récemment, un systeme permettant d’induire des mutations somatiques restreintes a
quelques hépatocytes ont été développés. En particulier, la technique du transfert
hydrodynamique de genes (HGD) permet Iédition du génome ou la transfection stable
d’oncogene 7z vivo. Cette technique consiste en Iinjection sous haute pression d’un volume
important (10% du poids de I’animal en volume) de plasmide dans la veine caudale de I'animal.
Cette injection produit une congestion cardiaque et un reflux du liquide vers le foie qui devient
ainsi 'organe cible privilégié. I afflux de liquide dans le foie perméabilise 'endothelium hépatique
et transfecte 10 a 40% des hépatocytes qui sont proches des capillaires. De plus, en ajoutant la
transposase skeping beauty dans le mélange de plasmide a injecter il est possible d’assurer une
transfection stable des transgenes (Chen and Calvisi, 2014). Cette technique est trés peu couteuse

et autorise Iétude de plusieurs événement oncogéniques en simultané dans un contexte
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immunocompétent. Par exemple, une équipe a récemment publié une étude ou ils testent 23
pairtes de combinaisons oncogéniques sut des souris C57BL/6. Parmi ces combinaisons, 9
permettent de générer des tumeurs sur une période de temps de 2 semaines a 6 mois. De manicre
intéressante 'analyse des données histologiques, transcriptomiques et du micro-environnement
de ces tumeurs a permis de définir 3 clusters de CHC murins qui présentent des caractéristiques
communes avec les clusters de CHC humains (Hoshida subclass 1,2 et 3) (Molina-Sanchez et al.,
2020). Bien qu’elle soit tres avantageuse pour ¢tudier I'hétérogénéité inter-tumorale et la
contribution des mécanismes oncogéniques a I'initiation, cette technique présente tout de méme
quelques inconvénients. En effet les contraintes techniques restreignent son utilisation a des
animaux jeunes et donc sans pathologies hépatiques. Il serait en effet intéressant de pouvoir
réaliser ces injections chez des souris sous régimes ou traitées au CCl,. Une autre limitation
concerne le nombre de tumeurs obtenus suite a une injection. En effet, bien qu’elles soient
homogenes génétiquement ces tumeurs sont issues de plusieurs événements insertionnels ayant
eu lieu indépendamment dans différents hépatocytes. En conséquence, plusieurs foyers
d’initiation tumorale apparaissent simultanément. Idéalement, pour se rapprocher de la
pathologie humaine Iinitiation devrait avoir lieux dans un, voire un nombre restreint
d’hépatocytes. Malgré ces limitations la technique des injections hydrodynamique reste tres
efficace, rapide et peu couteuse et constitue certainement un des meilleurs modéeles de CHC
disponibles actuellement. Cependant I'apparente homogénéité des tumeurs issues de ce modele

rend son utilisation difficile pour 'étude des mécanismes de I’hétérogénéité intratumorale.
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Travail de these et résultats

I. Questions biologiques et modeles expérimentaux

L’hétérogénéité tumorale, qui englobe des différences observées entre patients ou entre
plusieurs régions d’une méme tumeur, constitue un défi pour la compréhension et le traitement
du carcinome hépatocellulaire. La contribution des événements oncogéniques au phénotype
tumoral ou les aspects fonctionnels de I’hétérogénéité intra-tumorale restent encore mal comptis.
Un des axes de recherche du laboratoire se focalise sur I’étude des oncogenes et suppresseurs de
tumeurs caractéristiques des différentes classes de CHC ; avec pour objectif d’identifier leur
impact sur I'initiation et la progression tumorale, la dynamique des populations cellulaires et les

interactions avec le microenvironnement.

Afin d’aborder ces problématiques, il est nécessaire d’utiliser des modeles expérimentaux
qui récapitulent les étapes du développement tumoral. Avant mon arrivée au laboratoire, ’équipe
a participé a la caractérisation d’un modele cellulaire de progéniteurs hépatique : les BMEL. Ces
cellules primaires peuvent étre amplifiées indéfiniment en culture ou différenciées en hépatocytes
et cholangiocytes (Akkari et al, 2010; Strick-Marchand and Weiss, 2002). La transduction

rétrovirale des BMEL avec des oncogénes, en particulier H-RAS®?

, permet la croissance
cellulaire en absence d’adhérence (soft-agar) et la formation de tumeurs en xénogreffes sous
cutanée (Akkari et al., 2012). Ce modele est intéressant dans le contexte de I'initiation du CHC,
d'autant plus que ces tumeurs peuvent apparemment étre la conséquence de la transformation de
progéniteurs hépatiques (Sia et al., 2017). Alternativement, les hépatocytes matures transformés
peuvent se dédifférencier générant des tumeurs peu différenciées. Plus récemment, 1'équipe a
apporté une amélioration de ce modéle du CHC en développant un modele de greffe
orthotopique, ce qui a permis de replacer les cellules dans un contexte proche des conditions
physiologiques. L’injection de quelques milliers de BMEL transformée par RAS est alors
suffisante pour générer des tumeurs hépatiques peu différenciées (Bacevic et al, 2019). En

parallele, le marquage stable de ces cellules avec des protéines fluorescentes permet d’étudier les

interactions clonales et de suivre la dynamique des sous-populations tumorales.

Mon projet de these s’appuie sur ces travaux et vise a utiliser ces outils afin d’étudier les aspects
fonctionnels de I'hétérogénéité intra-tumorale. Ces dernic¢res années beaucoup d’études ont

abordé cette thématique en analysant des populations cellulaires se distinguant de par la présence
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ou l'absence d’une protéine ou d’une activité signalétique. Cependant, peu d’entre elles
s’'intéressent a 'impact du dosage oncogénique et de 'intensité de signalisation sur la composition
clonale et la progression tumorale. La signalisation RAS/MAPK qui est active dans plus de 40%
des CHC, et dont l'intensité et la durée d’activation a des conséquences sur le phénotype
cellulaire, se préte particulicrement bien a cette problématique. Au cours de ma thése j’ai donc
développé un systeme permettant d’isoler les BMEL en fonction du niveau d’expression de
loncogeéne HRAS®?. Ianalyse de ces lignées et des tumeurs quelles générent suite a leur
injection dans le parenchyme hépatique, a fait 'objet de mon travail expérimental. Ces données
sont représentées dans I'article principal de ma these qui est en cours de préparation :

1) “Ras/MAPK sionaling intesity defines subclonal fitness in primary and metastatic

hepatocellular carcinoma”

Les compétences acquises au cours de ma thése m’ont également permises de participer a des
projets, a la fois au sein de I’équipe et en collaboration avec I'extérieur. Une de ces études a été
pré-publiée sur BioRxiv (Bacevic et al., 2019) et une autre a récemment été publié dans « Journal

of Hepatology » (Arechederra et al., 2020)

(2) CDKS8 and CDK19 kinases have non-redundant oncogenic functions in hepatocellular

carcinoma” (Bacevic et al., 2019)

Dans ces travaux, qui montrent que lexpression de la kinase CDKS8 est nécessaire a la
transformation oncogénique par RAS dans les BMEL ; jai participé a la génération de lignées

cellulaires, la validation de CRISPR et 'injection orthotopique de cellules transformées.

(3) ADAMTSLS5 is an epigenetically activated gene underlying tumorigenesis and drug resistance

in hepatocellular carcinoma(Arechederra et al., 2020)

Dans cet article en collaboration avec Iéquipe de Flavio Maina a Marseille ; j’ai généré des
tumeurs hépatiques par injections orthotopiques, analysé leurs caractéristiques histologiques et
quantifié I'expression d’ADAMTSL5 dans des cohortes de tumeurs murines et humaines

disponibles au laboratoire.
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II. Résultats et articles de la thése

Article principal de la thése

Ras/MAPK signalling intensity defines subclonal fitness in a mouse model of primary and
metastatic hepatocellular carcinoma

Anthony Lozanor, Franc,ois—Régis Souche, Christel Ramirez:, Serena Vegnar, Guillaume
Desandré:, Anais Riviere', Valgrie Dardalhon:, Amal Makrini:, Philippe Fort:, Leila Akkari-,
Urszula Hibner™:, Damien Gregoire™

Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier, University of Montpellier, CNRS, Montpellier, France
Department of surgery and liver transplantation, Hopital Saint Eloi Hopitaux universitaires de Montpelier
Centre de Recherche en Biologie Cellulaire de Montpellier (CRBM), University of Montpellier, CNRS,
Montpellier, France

4. Division of Tumor Biology and Immunology, Netherlands Cancer Institute, Oncode Institute. Amsterdam
1066CX, Netherlands.

* co-senior authorship
# corresponding authors

Addresses corresponding authors:
IGMM, 1919, route de Mende, 34293 Montpellier Cedex 5, France. Tel.: +33 4 34 3596 56
E-mail address: ula.hibner@igmm.cnrs.fr (U. Hibner) damien.gregoire@igmm.cnrs.fr. (D. Grégoire)

Abstract
Quantitative differences in signal transduction are a so far understudied feature of tumour

heterogeneity. The MAPK Erk pathway, which is activated in a large proportion of human tumours,
is a prototypic example of distinct cell fates being driven by signal intensity.

We have used primary hepatocyte precursors transformed with different dosage of an oncogenic
form of Ras to model subclonal variations in MAPK signalling intensities. Orthotopic allografts of the
Ras-transformed cells in immunocompromised mice gave rise to fast-growing aggressive tumours,
both at the primary location and in the peritoneal cavity. Fluorescent labelling of cells expressing
different oncogene levels, and as a consequence displaying different levels of MAPK Erk activation,
highlighted the selection processes operating at the two sites of tumour growth. Indeed, the level of
Ras expression was significantly higher in the primary liver tumours than in the peritoneal
metastatic ones, despite the evolutionary trade-off of increased apoptotic death that correlated
with high Ras dosage. Analysis of the immune tumoral microenvironment in the two locations

suggests that efficient antigen presentation by activated dendritic cells abrogates metastatic
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growth in immunocompetent animals. Moreover, the high intensity MAPK signalling appears to be
required for the resistance of tumour cells to elimination by liver NK cells. Our results demonstrate a
quantitative aspect of tumour heterogeneity and highlight a potential vulnerability of the subtype of

hepatocellular ~ carcinoma characterized by high intensity MAPK Erk signalling.

Introduction

Tumour subclonal heterogeneity is defined by cancer cells’ intrinsic properties and by
phenotypic adaptations to extrinsic signals from the microenvironment (Marusyk et al.,
2020). Specific tumour environments are shaped by the physiological constraints imposed
by the tumour localisation and by the dynamic interactions with the growing tumour
(Gerstung et al., 2020). The environment impacts the tumour phenotype, first by triggering
adaptive responses from the highly plastic cancer cells (Pastushenko and Blanpain, 2019)
and second by exerting selective pressures, leading to expansion of some, and elimination
of other, tumoral subclones (Janiszewska et al., 2019). While the notion of inter- and intra-
tumour heterogeneities and their consequences for personalized medicine have gained a
strong momentum in the last decade (Losic et al., 2020; Molina-Sanchez et al., 2020),
quantitative aspects leading to differences in the intensity of oncogenic signal transduction
within the selected, clonal tumour cell populations (see e.g. (Gross et al., 2019)) are so far

understudied.

Genomic analyses identified major oncogenic pathways for numerous tumour types.
(Sanchez-Vega et al., 2018). For example, hepatocellular carcinoma (HCC) has been
classified into several classes, defined by their genomic and physiopathological
characteristics (Llovet et al., 2021). While some oncogenic driver mutations fall neatly in
such defined categories, e.g. mutations that activate the ®-catenin pathway or that
inactivate the ps53 tumour suppressor (Zucman-Rossi et al., 2015); others are frequently
present in several different HCC types. An interesting example is the activation of the
Ras/MAPK Erk pathway. Although mutations of Ras GTPases are found in only 2-4% of HCC
patients, multiple activators and regulators of the pathway, such as FGF19, RSK2, RASALz1,
RASSF1 and DUSP’s, are more frequently mutated. Altogether, the Ras/MAPK is estimated

to be activated in 40 % of HCC (Delire and Starkel, 2015; Lim et al., 2018).

86



Activation of Ras/MAPK Erk signalling is an essential feature of proliferating cells (Pages et
al., 1993) and the genetic abrogation of several of the components of the pathway gives rise
to embryonic lethality due to a decrease in signal intensity (Dorard et al., 2017). Moreover,
variations in signal intensity, duration and tissue-specific context give rise to distinct cellular

outcomes (Lenormand et al., 1993; Marshall, 1995; Pouysségur et al., 2002).

In this work we transformed bipotent mouse embryonic liver cells (BMEL, bipotent mouse
embryonic liver cells) with different number of copies of an oncogenic mutant Ras (H-
Ras=), which entailed variable intensity of signalling through the Ras/MAPK Erk pathway.
We show that these cells tolerate a wide range of activated Ras dosage in vitro. In contrast,
in vivo tumours display a much narrower range of active Ras levels and the consequent Erk
signalling, likely attributable to selective pressures from the microenvironment. Specifically,
cells that sustain low levels of Ras/MAPK Erk pathway activation are gradually eliminated
from the liver primary tumours. Strikingly, they persist in secondary tumours that develop
in the peritoneal cavity. Thus, specific microenvironments present in primary and in
metastatic tumour locations, which differ in their macrophage, dendritic and NK cell
immune landscape, select distinct tumoral subclones that are characterized by site-specific

Ras dosage.

Results

The phenotype of hepatic progenitors is affected by the Rass+* gene dosage

In order to investigate the consequences of distinct Ras oncogenic dosage on tumour
development, we used BMEL, bi-potential precursors of the two epithelial hepatic lineages
derived from embryonic mouse liver (Akkari et al., 2010; Strick-Marchand and Weiss, 2002,
2003). BMEL are not transformed and retain major characteristics of primary hepatic
progenitors, including the capacity to repopulate a damaged adult liver (Strick-Marchand et
al., 2004). We have previously reported that the expression of an oncogenic form of Ras (H-
Rass) is sufficient to transform a subset of BMEL clones (Akkari et al., 2012; Bacevic et al.,

2019), including the ones used for the current study. These cells express p19ARF and wild-
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type ps3, but not p16-INK4A (Suppl Fig. 1), which could account for their escape from Ras-

induced senescence (Xue et al., 2007).

Because cellular phenotypes are sensitive to the Ras oncogene dosage (Kerr et al., 2016;
Mueller et al., 2018) and the signalling intensity of its downstream effector, the MAPK Erk
pathway (Dikic et al., 1994; Traverse et al., 1994), we asked whether a specific level of Ras
expression was required for hepatic tumour growth in vivo. To obtain cellular populations
with distinct levels of Ras* expression, BMEL cells were transduced with bi-cistronic
lentiviral vectors encoding H-Ras®* and either a Venus or a mCherry fluorescent protein
(Fig. 1A upper). Cells were sorted by flow cytometry on the basis of the fluorescence
intensity, giving rise to populations that we named “Ras**” and “Ras"” (Fig. 1A middle).
Since the parental BMEL cells used in this study were clonally derived, the BMEL-Ras
populations were isogenic, except for the copy number and insertion sites of the Ras -
Venus/mCherry transgene and the consequent level of their expression. As expected, the
expression levels of the fluorescent markers faithfully reflected the Ras oncogene mRNA
levels (Fig. 1A lower). Importantly, the Ras" and Ras‘" cells, while respectively enriched in
strong or weak H-Ras* expressors, were still heterogeneous with regard to Ras expression
levels, the distribution of which presented an overlap between the two populations (Suppl
Fig. 2). Neither the level of Ras expression nor the nature of the co-expressed fluorescent
protein altered the in vitro proliferation rate of the transformed BMEL cells (Suppl Fig. 3).

While the parental BMEL cells did not form colonies when deprived of anchorage, Ras-
transformed cells grew in soft agar, with the Ras* cells giving significantly more colonies
than their Ras" counterparts in this surrogate assay of transformation (Fig. 1B). Several
major signal transduction pathways lay downstream of Ras activation. To gain insight into
their activation status in H-Ras-transformed BMEL cells, we assayed phosphorylation
levels of a set of kinases (Fig. 1C). Oncogenic Ras had no effect on AKT*» and the GSKb=,
two downstream targets of PI(3)K that were strongly phosphorylated in the parental, as well
as in Ras-transformed, cells. Similarly, no differences were detected for JNK and p38
pathway components. In contrast, although this assay did not reveal increased MEK or Erk
activation, Ras signalling gave rise to a strong increase in the phosphorylation of Rsk 1 and

2, which are downstream targets of MAPK Erk signalling. Moreover, while the proteomic
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array assay was not sufficiently sensitive to distinguish between the Ras** and Ras"<
signalling, the oncogenic dosage did translate into differences of the Ras/MAPK Erk
signalling, as evidenced by distinct transcriptional signatures of known Erk delayed early
target genes (Brant et al., 2017) (Fig. 1D).

In order to further investigate how the intensity of Ras signalling governs the hepatic
transcriptional programmes, we performed RNAseq analysis of control BMEL, Ras* and
Ras* cells in culture. Setting the thresholds at fold change log2 = 1.5 and p-value <o0.01
identified over 1000 genes modulated by Ras*signalling in hepatic progenitor cells (Fig.
1E). The expression of one hundred sixty genes was modulated by Ras independently of its
mean expression level in the tested population (Fig. 1E left, Suppl Table 1), thus
representing a gene signature for the low threshold Ras/MAPK signalling. In a second group
of 65 genes, target gene expression was modified only in the Ras"+ cells (Fig. 1E middle,
Suppl Table 2). For these genes, a high intensity of Ras signalling is required for the mRNA
accumulation. Finally, the third group contains genes the expression of which correlated
with the mean level of Ras expression. We identified 6 genes (Al467606, Aim2, Dynap, Htra3,
Itgby, Tspani3) whose expression was gradually increased in Ras<* and Ras"+ cell
populations (Fig. 1E right, Suppl Table 3). Similarly, we found 9 genes (Ppp2r2b, Cbra,
Pmp22, Ptp4a3, Pmaip1, Thbsi, Akapi2, Sulf2, Crip2) for which expression was gradually
repressed. Thus, our analysis identifies novel sets of quantitatively regulated Ras/MAPK
target genes in hepatic cells. In the general framework of questioning the impact of Ras
oncogenic dosage on the tumour-stroma interactions, we were particularly interested to
find a rather large number of genes belonging to the category of immune response

regulation (Fig. 1F).

Specific Ras* gene dosage is selected during tumour growth

Orthotopic injections of 10¢ BMEL-Ras cells into immunocompromised recipients
systematically gave rise within 3-4 weeks to hepatocellular tumours at the site of injection
as well as to frequent extra-hepatic growth in the peritoneal cavity. First, we concentrated
on primary tumours arising in the liver. Allografts of Ras‘>* and Ras* cells both produced
poorly differentiated and fast growing, aggressive tumours, as witnessed by the overall

tumour size, high proliferation index and frequent multi-nodular growth, most easily visible
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for small tumours (Fig. 2A). In accordance with their superior capacity for anchorage
independent growth (Fig. 1B), the Ras" cells gave rise to significantly larger tumours than
their Ras" counterparts in orthotopic allograft experiments, indicating that high level of
Ras signalling conferred a selective advantage in vivo. To validate this observation, we next
performed orthotopic injections of a 1:1 mix of Ras"*-Venus and Ras*-mCherry cells. The in
vivo seeding efficiencies of Ras*# and Ras" cells were indistinguishable, since equal
numbers of Venus and mCherry labelled cells were detected at early times (5 days) post-
injection (Fig. 2B). However, as the tumours grew, a clear imbalance between the two
populations became apparent, with Ras* cells becoming the dominant population in
tumours already at day 10, which was further confirmed in full-grown tumours 21 days post-
injection (Fig. 2B). This was not due to an artefactual effect of the fluorescent markers, as
switching the fluorescent labels between the Ras"+ and Ras<" cells had no impact on the
dominance of Ras" cells. Furthermore, cells labelled with Venus or mCherry that expressed
comparable Ras levels contributed equally to orthotopic tumours (Fig. 2B lower).

We next enquired about the selective process within each (i.e Ras* and Ras*")
subpopulation within the tumours. Of note, and as expected from the gating in the cell
sorting (Fig. 1A), while the mean Ras** level was significantly different, there was an overlap
of the oncogene dosage between the two injected populations (Suppl! Fig. 2). Tumours
collected at day 21 post-engraftment were dissociated, and Venus: or mCherry* cells were
sorted by flow cytometry (Fig. 2C left panel). Interestingly, RTqPCR analysis specific for the
Ras“* revealed that both cellular populations composing the tumour expressed the same
level of the oncogene (Fig. 2C right panel). This indicates that selective pressures operating
during the in vivo tumour growth allow the expansion of a population with a defined level of
Ras oncogene expression, independently from which parental population they originate.
Since fewer cells in the Ras" population fell within the range of this "optimal" oncogene
dosage, they were underrepresented in the fully grown tumour at the end of the
experiment. Finally, cell lines established from the orthotopic tumours maintained the high
level of Ras expression in vitro (Fig. 2D), providing further support to the idea of pre-existing

clones undergoing selection in vivo.

Site specific tumour microenvironment selects distinct levels of oncogene dosage.
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Human hepatocellular carcinoma give rise mainly to intrahepatic metastases, but
extrahepatic invasion also occurs (Katyal et al., 2000). This is also the case in our animal
model of HCC orthotopic allografts. Indeed, in addition to intra-hepatic tumour spread, we
consistently observed tumours in the peritoneal cavity, morphologically resembling the
paired liver tumors (Fig. 3A). Extrahepatic tumours likely arose from cell leakage during the
surgical procedure of intrahepatic injection, since peritoneal lavage performed after surgery
contained low but detectable numbers (< 0.5%) of Venus-labelled cells. In this scenario,
tumour initiation would be expected to be synchronous at the two locations.

To gain further insight into the characteristics of tumour growth in the primary and
metastatic sites, we analyzed hepatic and peritoneal tumours generated following
injections of either Ras* or Ras“" cell populations. Strikingly, whereas Ras" cells gave
significantly smaller hepatic tumours than Ras"+ cells, this difference was abolished with
regard to peritoneal tumours (Fig. 3B). Altogether, these results confirm that the Ras-"
population contained fewer cells capable of initiating and/or sustaining tumour growth in
the liver. In contrast, there appears to be no selective advantage for Ras"* cells to establish
tumours in the peritoneal cavity.

To further investigate the hypothesis that tumorigenesis at both tissue locations was
regulated by the intensity of Ras signalling, we improved the precision of the quantification
of the in vivo oncogenic dosage. To do so, we used flow cytometry to separate tumoral from
stromal cells derived from both liver primary tumours and from the matched peritoneal
metastatic ones. RTqPCR analyses confirmed the increased oncogenic dosage in the in vivo-
grown cells compared to the in vitro-grown parental ones. Strikingly, they also revealed a
significantly higher mean level of Rass expression in the primary versus the metastatic
tumours (Fig. 3C). Overall, these data support the conclusion that tissue-specific selective
pressures favour distinct oncogenic Ras levels.

To address the mechanistic basis for this phenomenon, we performed transcriptomic
profiling of tumour cells from the primary and the metastatic sites. Transcriptomic profiling
of flow cytometry sorted Venus' cells isolated from the liver and peritoneal tumours
revealed approximatelyi6o differentially expressed genes (log2 fold change >1; p<o.05).
Gene ontology analysis using GSEA identified 27 enriched gene sets (25 in liver and 2 in

peritoneum; p-value < 0.01 and FDR < 0.1). Importantly, it confirmed the increase of MAPK
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signalling in the liver and identified gene sets differentially regulated in the two locations
(Fig. 3D), including apoptotic processes and the regulation of the immune response.

Both the hepatic and the peritoneal tumours were highly proliferative (Fig. 3E).
Interestingly, while the cultured BMEL cells expressing either high or low levels of the Rass
oncogene have comparable, low, apoptotic indexes, hepatic tumours contain a higher
proportion of cleaved caspase 3 positive cells than their peritoneal counterparts (Fig. 3E).
Moreover, in the liver, and much less so in the peritoneum, caspase-3 positive cells surround
large necrotic areas, indicating that the cell death in an expanding liver tumour is in fact
substantial, suggesting an evolutionary trade-off for the high oncogene dosage in the liver

tumours.

Immune cell contexture differs in primary and metastatic tumours.

We next interrogated the interplay between the tumour cells and their local
microenvironments that shape the oncogenic expression profile. The transcriptomic
profiling of the stromal component of liver and peritoneal tumours revealed a number of
differentially expressed genes, as expected for distinct tumour locations. Cibersortx
deconvolution of the immune component of the stroma (Newman et al., 2019) did not show
strong differences in the numbers of intra-tumoral macrophages at the two locations (Fig.
4A). However, independent RTqPCR profiling of macrophage polarization markers did
suggest a more immunosuppressive, less inflammatory microenvironment in the
peritoneum (Fig.4B, Suppl Fig. 4).

Interestingly, the presence of immunosuppressive tumour-associated macrophages (TAMs)
did not deter from other antigen presenting cells activity in the peritoneal tumour
microenvironment (TME). Indeed, a significantly larger proportion of mature, activated
dendritic cells (DC), as compared to immature ones, was found in this organ (Fig. 4A). Flow
cytometry analyses revealed that while the total number of DC (defined as CD45* CD11b:
CD11ct MHCII" CD24'F4/80) was not significantly different between the two TME, these
cells showed an increase in proliferation in the peritoneum (Fig. 4C). Furthermore, the
peritoneal DCs contained lower levels of the Milk-fact globule-EGFVIII (MFG-E8), a factor
known to limit DC immunogenic potential (Fig. 4D) (Baghdadi et al., 2012; Peng and Elkon,

2012).
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The phenotypes of macrophages in matched liver and peritoneal tumours also showed
some interesting differences. The content of peripherally recruited monocyte-derived
macrophages presenting low expression of F4/80 defined as CD45:CD11b'Ly6GLy6CF4/80,
was significantly enriched in liver tumours (Fig. 4E). On the other hand, the differentiated,
tissue resident-like, F4/80"" macrophages, showed a tendency for enrichment in the
peritoneal HCC. These results suggest that macrophage subsets are distinct in the liver and
peritoneal TME, with tissue-resident, F4/80"™" cells, which are part of organ homeostasis
maintenance (Dou et al., 2020) dominating the peritoneal TME while abundant F4/80°
immature TAMs infiltrate the liver. Interestingly, F4/80" peritoneal macrophages displayed
a superior proliferative capacity (Ki67+) and activation phenotype (MHCIl+, CD115+)
compared to liver macrophages (Fig. 4F). Coherent with our findings that more activated
and less immature DC are present in peritoneal TME (Fig. 4A, D), these results suggest that
the liver TME may represent a more immune tolerant environment for Ras*+ tumour cell
outgrowth compared to the peritoneum, in which the activation levels of the Ras oncogene
do not affect the extent of tumorigenesis. Thus, through both flow cytometry and RNAseq
deconvolution analyses, our results highlight the differences in stromal composition of the
tumours in the two locations, showing the complex interplay of innate immune cells that

may participate in shaping the clonal selection in the tumour.

We reasoned that a likely consequence of increased numbers of activated DCs would be an
improved efficiency of antigen presentation thereby allowing a more efficient tumour
clearance in the peritoneum. While such phenotype is not relevant in immunodeficient mice
that are unable to mount a T-cell response, it should be detectable in immunocompetent
animals. In order to test this prediction, we compared the outcomes of orthotopic injections
of tumour cells in immunocompetent C57BL/6 and immunodeficient nude mice. For these
autologous allografts, we took advantage of a C57BL/6 primary cell line that we derived
from a tumour established by a hydrodynamic gene transfer of constitutively active Ras and
a simultaneous CrispR/Casg-mediated inactivation of the p53 tumour suppressor (Bacevic et
al., 2019). Orthotopic allografts of 5ooo cells performed in parallel on immunocompetent

and immunodeficient mice gave rise to comparable macroscopic liver tumours within 3
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weeks (Fig. 4G). However, in contrast to nude mice, of which 50% developed macroscopic
peritoneal tumours, no metastatic growth was detected in immunocompetent recipients.
These results are consistent with the hypothesis that a more effective antigen presentation

in the peritoneum limits metastatic tumour growth in immunocompetent animals.

Ras signalling modulates tumour cells interactions with stromal cells

We next questioned the mechanistic bases of the tumour and stroma crosstalk that might
shape the quantitative differences in the oncogenic pathway activation. To do so, we looked
for genes whose expression is specifically induced by high-intensity Ras signalling, both in
the parental BMEL Ras* cells and in the liver, as compared to the Ras<" cells and the
peritoneal tumours (Fig. 5A). Out of six genes that corresponded to this criterion, we
focused our attention on CEACAMz1 (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 1), a gene widely expressed in many cancer types and whose expression level has
been reported to correlate with tumour progression (Dankner et al., 2017). It is also
expressed on the surface of several subsets of immune cell subsets, including macrophages,
T lymphocytes and NK cells, where homophilic interactions with the CEACAMza tumour
cells abrogate NK-mediated cytotoxicity (Helfrich and Singer, 2019). In order to confirm
that the observed Ras-mediated transcriptional activation translates into CEACAM1
expression on the surface of cancer cells, we performed FACS analyses on cells dissociated
from the liver and peritoneal tumours. As expected, the majority of the non-hematopoietic
(CD45™) cells in both tumoral locations expressed the Venus fluorescent protein and were
therefore the Ras* expressing tumoral cells. CEACAM1 expressing cells were highly
enriched in this population in the liver as compared to peritoneal tumours, corresponding
respectively to 30.1 +/- 2.4 % (mean+/-SEM) and 14.2 +/- 3% (mean+/- SEM) of CD45 cells
(Fig. 5B). Strikingly, the mean fluorescent intensities of the CEACAMz labelling in the
Venus+ populations were indistinguishable between the tumours at the two locations. This
is consistent with the transcriptomic data indicating that high level of Ras signalling is
needed to activate CEACAM1 gene expression in BMEL cells (Fig. 1E and 1F) and confirms
that the cells that have the required Ras dosage are more abundant in the liver as compared

to the peritoneal tumours.
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Interestingly, while difference in the NK cell content in the primary and metastatic tumours
did not reach statistical significance in the deconvolution of stromal cells RNAseq (Fig. 4A),
immunofluorescence staining revealed distinct distribution of these cells: whereas NK
infiltrate the hepatic tumours, they apparently tend to remain in the periphery of the
peritoneal ones (Suppl Fig. 5 lower panels). To pinpoint the suspected involvement of NK
cells in the selection of Ras*+/CEACAM" cells in liver tumours, we next analyzed
tumorigenesis in NOD scid gamma (NSG) mice. These animals are deeply
immunosuppressed: in addition to lacking mature B and T cells they are notably devoid of
NK cells (Yu et al., 2008). The tumour volumes were comparable in the NSG and in the nude
mice. As in the nude mice, the NSG background was permissive for peritoneal metastatic
growth, however, the majority of the animals displayed comparable tumour volumes at the
two locations (Fig. 5C). Consistently, the number of caspase 3 positive cells was low for both
liver and peritoneal tumours in NSG animals (Fig. 5D). These results support the idea that
the discrimination against the Ras“" cells, both in the peritoneum and in the liver is
alleviated in the NSG background. In support of this contention, compared to the nude
mice, the hepatic tumours in the NSG background tolerated lower levels of CEACAM1
expression, while there was no significant difference for the peritoneal tumours between
the two genetic backgrounds. Of note, however, the difference between CEACAM1
expression in the hepatic and peritoneal tumours was diminished, but not abolished in the
NSG animals (Fig. 5E). Altogether, these results suggest that CEACAMa-driven NK
inhibition participates in the clonal selection, but is not the sole element of the advantage

afforded by the high oncogene dosage.

Discussion

Multiple environmental and cell-autonomous mechanisms, organized in negative and
positive feedback loops, cooperate to allow an exquisite regulation of the intensity and
duration of signalling, the variation of which can give rise to specific and distinct cell fates.
The Ras/MAPK pathway is a prototypic example of such complex regulatory circuits
(Murphy and Blenis, 2006), whose output is also relevant in context of tumorigenesis. This

has been shown for example in response to the loss of anchorage, where strong Erk signal is
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protective, while a moderate one is required for anoikis (Zugasti et al., 2001). However,
excessive Erk activation can be detrimental to the cell, provoking cell cycle arrest or
senescence (Serrano et al., 1997; Woods et al., 1997). More recent single cell functional
analyses further support the evidence for cell-autonomous sensitivity to signal intensity, but
also reveal the heterogeneity of cellular response, both in vitro and in vivo (Gross et al.,

2019; Kumagai et al., 2015; Molina-Sanchez et al., 2020).

Our understanding of how the availability of extracellular stimuli, or the deregulation of
their sensors, translate into cellular responses is still incomplete. For example, although
only 5% of the small GTPase Ras needs to be activated to give rise to full activation of Erk
(Hallberg et al., 1994), a clear dosage effect has been reported in pancreatic and lung
tumours for activating Ras mutations (East et al., 2021; Kerr et al., 2016; Mueller et al.,
2018). Moreover, amplifications of the wild type allele of Ras that give rise to an allelic
imbalance and the consequent modulation of the activity of the oncogenic Ras mutants
result in distinct cellular phenotypes (Ambrogio et al., 2018; Bremner and Balmain, 1990).
This further argues for the physiological importance of precise Ras dosage in a growing
tumour.

Of note, whereas activating Ras mutations are rare in HCC (Zucman-Rossi et al., 2015),
alterations in the intensity of MAPK Erk signalling participate in shaping the tumoral
phenotype, as revealed by inactivating mutations of Rsk2, which is both an ERK target and a
negative regulator of the pathway (Chan et al., 2021). Moreover, a recent analysis of
transcriptional signatures classified HCC among tumours with significant Ras pathway
activation phenotype (East et al., 2021). Because the same report highlighted the predictive
value of strong versus weak Ras-driven transcriptional signature, it is relevant to model
these phenotypes in HCC by controlled dosage of the Ras oncogene, as we have done in this
work.

Our exploration of signal intensity that is optimal for tumour growth in the context of its
specific microenvironment led to a description of a novel feature of tumour heterogeneity,
manifested by quantitative dosage differences of oncogenic signalling in tumours
developing at primary and metastatic locations. We note that the peritoneal tumours in our

animal model likely do not result from a bona fide metastatic process. Nevertheless, they do
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represent tumoral growth at an extra-hepatic site and are thus a convenient model to

analyse primary and metastatic-like tumour growth within the same animal.

Although several oncogenic signalling pathways lie downstream of Ras (Sanchez-Vega et
al., 2018), in our experimental model Ras** dosage correlates with the MAP kinase Erk
activity, but not with the phosphoinositide 3-kinase. Whether such uncoupling is a general
feature of HCC or simply a reflection of a strong PI(3)K/Akt signaling present in the non-
transformed BMEL parental cells remains to be established.

Comparing tumours formed by BMEL-Ras cells expressing a wide range of Ras“*oncogene
("parental Ras" cells), with those initiated by cells with the narrower range of signalling
intensities (Ras* and Ras“" cells) suggests the existence of a trade-off in the tumours'
evolutionary history. Indeed, we have shown that cells expressing high oncogene levels are
globally favoured in the primary liver tumours, however, their selective advantage is
curtailed by a higher probability of undergoing programmed cell death. While the
propensity to activate the senescence and/or apoptosis in response to oncogenic Ras
signalling is well known (Serrano et al., 1997; Woods et al., 1997), the observation of
diminished cell death in the tumours growing in NSG animals points to an additional, non-

cell autonomous, mechanism that drives this response.

The immune response to cancer comprises a complex interplay of innate and adaptive
components of immunity (Fridman et al., 2012; Hou et al., 2020; Nguyen et al., 2021).
Concentrating our study on animals devoid of an adaptive immune response gave us access
to interactions between the tumour and its innate immune component. Our results point to
key differences in myeloid cell population subsets in the liver and peritoneum of tumour-
bearing mice. Notably, the content of tumour-infiltrating, immunosuppressive
macrophages, whose functions in promoting liver carcinogenesis is well recognized (Dou et
al., 2020; Ringelhan et al., 2018), was enhanced in Ras** liver tumors and correlated with an
increased fraction of immature DCs when compared to the peritoneal TME. These results
suggest that rather than total numbers of each myeloid populations, it is the phenotype of
these cells, driven by the local cues, that regulates their ability to further engage an anti-
tumour immunity and control tumour outgrowth. In line with this observation, recent

studies have shown that identical oncogenic drivers have strikingly different consequences
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on the content and activation of TME cells in lung or pancreatic adenocarcinomas (Kortlever
et al.,, 2017; Sodir et al., 2020). Hence, in addition to the tumour cells’ genetic landscape
itself (Wellenstein and de Visser, 2018), the downstream activation of signalling nodes
pertaining to dosage of a specific oncogene should be considered as a tumour-intrinsic
feature shaping the TME, as recently also reported for pancreatic cancer (Ischenko et al.,

2021).

It is of particular interest to consider the role played by natural killer cells as part of the
organismal defence against HCC. NK activities are strongly dependent on, as yet
incompletely understood, organ-specific features (Shi et al.,, 2011). Resident NK cells
acquire cytolytic functions mediated through TNFa and granzyme B during hepatotropic
viral infections, cirrhotic pathology and HCC (Séllberg and Pasetto, 2020). The viral
adaptation to the NK-mediated attack includes the suppression of their function through
the CEACAM1-mediated blockade of their activity (Suda et al., 2018). Our results are fully
consistent with the idea that a similar mechanism of immune escape operates in primary
tumours of HCC. In contrast to the liver, the peritoneal resident cells resemble immature
splenic NK cells (Gonzaga et al., 2011), which may account for a lesser involvement of these

cells in anti-tumour immunity in this location, as suggested by our data.

How can the organ-specific differences in primary and metastatic tumour growth be
exploited in designing novel therapeutic approaches remains an open question. The
observation that only a narrow range signalling intensity through a signal transduction
pathway is compatible with tumour development raises hopes for the therapeutic efficacy
of its modulation, as recently reported for stratification of HCC response to
chemotherapeutic intervention based on the inactivating Rsk2 mutations that modulate the
strength of the MAPK signalling (Chan et al., 2021). Similarly, only lung adenocarcinoma
with a strong Ras activating signature respond to inhibitors of the MAPK Erk pathway (East
et al., 2021). It remains to be seen if the Ras pathway activation signature proves to be

useful for HCC stratification for defining clinically relevant treatment options.
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Materials & Methods

BMEL preparation and cell culture

BMEL cells were isolated from Cr57BL/6xC3H e14 embryonic mouse livers, as described in (Strick-
Marchand and Weiss, 2002). Briefly, livers at 14 dpc were separately dissected, homogenized and
plated onto collagen-coated 100-mm petri dishes in hepatocyte attachment medium (Invitrogen,
Cergy Pontoise Cedex, France). The day after and thereafter, medium was replaced by RPMI 1640
(Eurobio) containing 10% fetal bovine serum (Eurobio), 50 ng/ml epidermal growth factor, 30 ng/ml
insulin-like growthfactor Il (PeproTech, Rocky Hill, NJ), 20 mg/ml insulin (Sigma) and antibiotics.
Clones were picked after 2—3 months of culture and expanded in the same medium on dishes coated

with Collagen | (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) in humidified atmosphere with 5% CO2 at

37°C.

Isolation of cell populations:

Human H-Ras= cDNA sequence was cloned into LeGO-iV2 and LeGO-iC2 bicistronic vectors
(addgene #27344 and #27345, respectively). Retroviruses were produced by JetPEl (Polypus-
Transfection) transfection of HEK293T cells with HRas-iV2 and HRas*-iC2 constructs together
with Gag/pol and pCAG-Eco packaging vectors. Culture media containing viruses was filtered (0,45
pm) and used to infect BMEL cells. Based on Venus (530/3onm) and mCherry (610/20nm)
fluorescence intensity, Aria llU and llIU cell sorters (Becton Dickinson) were used to isolate HRase-

LOW and HRas**-HIGH populations from HRas**-iV2and HRas**-iC2 BMEL cells.

Soft Agar assay

10¢cells/well were seeded in 0.5% Agar diluted in RPMI media. 1 mL media was added to the agar
layer and was changed every 3 days. After 3 weeks, colonies were stained in 0,005% crystal violet 4%

PFA. Colonies were counted automatically in imageJ using the “Analyze particles” function.

Orthotopic xenografts

Athymic nude mice (Crl:NU(NCr)-Foxninu), NOD SCID Mouse (NOD.Cg-PrkdcSCID Il2rgtmaWjl/SzJ)
or C57BL/6) mice from Charles River were anesthetized using intraperitoneal injections of

Ketamine/Xylazine. A 1,5cm transversal incision of the skin was performed bellow the sternum'’s
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xyphoid process and followed by a transversal incision of the peritoneum, the tip of the liver left
lateral lobe was pulled out of the peritoneal cavity. BMEL cells resuspended in PBS — 20% matrigel
(Corning) were injected in the liver parenchyma. Stitching of the peritoneum then skin was

performed using surgical suture (Monosof 5/o0 3/8C 16mm).

Analysis of tumour cellular composition.

Tumors were fixed in 4% PFA for 4 hours and left overnight in 30% sucrose solution. Fixed tissues
were placed in OCT cryogenic matrix and frozen in liquid nitrogen. Sections were cut at -20°C and
mounted on superFROST slides with ProlonGold mounting media. Whole slide scan were performed
with Zeiss Axioscan at 20X magnification and DAPI (405nm), GFP (488nm) and Cy3 (550nm)
fluorescent channels. On average 10 sections from different regions of the tumors were analyzed
per mouse. Quantification was done by delimiting GFP positive or Cy3 positive regions and
measuring their area on ZEN software. Alternatively, tumors were dissociated with mouse tumor
dissociation kit (Miltenyi) and analyzed with Novocyte ACEA flow cytometer using FITC (530/30BP)
and mCherry (615/20BP) filter cubes.

RNA extraction and quantification

Total RNA was isolated from cells, dissociated and sorted tumors or frozen tissue samples using
RNeasy mini kit (Qiagen). cDNA was prepared from soong of total RNA using QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen). SYBR green (see primers list) or Tagman based Quantitative PCR (hprt:
Roche universal probe library #95 (AcTcccac); Ras: Roche universal probe library #88 (catccrcc);

Ceacami: (TCTCACAGAGCACAAACCCTCAGC) were performed on Roche LightCycler48o0.

Primers list

Gene name Forward primer Reverse primer

Venus AAGGCTACGTCCAGGAG CGGTTCACCAGGGTGTC
mCherry TCCGAGCGGATGTACCC GGCCTTGTAGGTGGTCT
HRas GAGGATGCCTTCTACACGTT GCACACACTTGCAGCTC
HRas Tagman primers GGCATCCCCTACATCGAGA CTCACGCACCAACGTGTAGA
Hprt GCAGTACAGCCCCAAAATGG GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
Hprt Tagman primers CCTCCTCAGACCGCTTTTT AACCTGGTTCATCATCGCTAA
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Phldai GGGCTACTGCTCATACCGC AAAAGTGCAATTCCTTCAGCTTG
Dusps CGTGCGCTGCAATACCATC CTCATAGCCACCTTTAAGCAGG
Dusp6 GCGTCGGAAATGGCGATCT ATGTGTGACGACTCGTACAGC
Etvg CGGAGGATGAAAGGCGGATAC TCTTGGAAGTGACTGAGGTCC
Etvsg TCAGTCTGATAACTTGGTGCTTC | GGCTTCCTATCGTAGGCACAA
Sprty2 TCCAAGAGATGCCCTTACCCA GCAGACCGTGGAGTCTTTCA
Ceacami CACAGGACCCTATGTGTGTGAAA | CACTGGCTCAAGGACTGTA
Ceacam1 Tagman primers | GGGCTGGCATATTTCCTCTATT GTTGTCAGAAGGAGCCAGATT
Csn3 CAGTCTGCTGGAGTACCTTATG AGGATTGGCCACAGTATTTACTAT
Selp CACTGGCTCAAGGACTGTA TCCAGTAGCCAGGCATCTTA
Tmem2s2 GAACAGGACTGGGCTGAT CTCTTCATAAGCTGGAGGGTAAA
Arg1 CATTGGCTTGCGAGACG CCAGCTTGTCTACTTCAGTCAT
IL10 TAATGCAGGACTTTAAGGGTTACT | CATCCTGAGGGTCTTCAGC
TGFba TGCTAATGGTGGACCGC CATGTTGCTCCACACTTGATTT
Mrca (CD206) GGTGGGCAGTCACCATA GGTTCTCCTGTAGCCCAAG
Ltbeta CCTGCTGCCCACCTCATA CGACGTGGCAGTAGAGGTAATA
IL6 CTAAGGACCAAGACCATCCAAT GATATGCTTAGGCATAACGCAC
TNEa TCAGTTCTATGGCCCAGACC GTCTTTGAGATCCATGCCG
IL1beta TTCCCATTAGACAACTGCACTAC | TATTCTGTCCATTGAGGTGGAGAG
IL1-rn AAGCCTTCAGAATCTGGGATAC GGATGCCCAAGAACACACT
iNOS GTGGTGACAAGCACATTTGG GTGGTTGAGTTCTCTAAGCATGA
p16 INK4 GAGCAGCATGGAGTCCG GGGTACGACCGAAAGAGTT
p19 ARF TTGGTGAAGTTCGTGCGAT TGGTCCAGGATTCCGGT

Csfa AGCGACCACCCAGGAGTA AGTTAGTGCCCAGTGAAGATT

RNAseq analysis

RNAseq bank were prepared from, respectively, 3 and 4 independent biological samples for the cell
lines and Venus-positive cells sorted from tumours. We used Universal Plus mRNAseq kit from
NUGEN and sequenced on lllumina HiSeq 2500. After quality control the sequences were aligned to
Mmg mouse genome using TopHat2. Normalization and differential gene expression between pairs
was performed with Deseq. Gene set enrichment analysis was done using pre-ranked method based
on fold changed values (GSEAv.6.0) and analysed with Cs5 ontology gene sets (Subramanian et al.,

2005). Immune cell deconvolution was done with CIBERSORTX

type

(https://cibersortx.stanford.edu/) based on RPKM counts that were compared with murine immune

signatures from 10 cell types produced by (Chen et al., 2017).
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Flow Cytometry analyses

Mouse tumors were dissociated into single-cell suspension using the Mouse tumor Dissociation kit
(Miltenyi Biotec) and the gentleMACS™ Octo Dissociator following manufacturer’s instructions and
as described in (Taranto et al., 2021). The cell suspension was passed through a 70-pum cell strainer
(Miltenyi) and then centrifuged at 300g for 10 min at 4°C and washed 3 times in FACS buffer. GFP
negative stromal cells were isolated from cell suspensions with a FACS sorter ARIAIlU® (Becton
Dickinson) and frozen in foetal calf serum with 10% DMSO. Frozen samples were thawed in sterile
conditions and single cell preparations were incubated with anti-CD16/CD32 antibody (BD
Biosciences) for 15 minutes and then stained with the indicated antibodies following standard
procedures. Samples were fixed with eBioscience fixation/permeabilization kit (Invitrogen) and Ki67
antibody was used for intracellular staining (see Table below), and analyzed as previously described
(Wang et al., 2019). The signal was detected by using a 4 laser Fortessa® flow cytometer (Becton

Dickinson). Analyses were carried out using FlowJo® software.

Antibodies Myeloid Panel | Clone | Source Fluorochrome
anti-Ki67 Bs6 BD Biosciences | BV786
anti-MHCII Ms/114 | BD Biosciences | BV650
anti-Ly6C HK1.4 | BioLegend BV6os
anti-CDaab M1/70 | BD Biosciences | BV412
anti-F4/80 BM8 BioLegend PE-Cy7
anti-CD1ac N4a18 Invitrogen PE-Cys.5
anti-CD45 30-F11 | BiolLegend AF700
anti-Ly6G 1A8 BioLegend APC
anti-CD24 M1/6g9 | eBioscience PerCp-eFloury1o
anti-CD115 AFSg8 | Biolegend PE/Dazzle
anti-Ceacama CCa eBioscience PE-Cy7

Immunohistochemical analysis

Antibodies used:

Name Clone Source Species | Cat# | Dilution

Ki67 SP6 Spring Bioscience | Rabbit M3064 | 1:250

Caspase3 | ASPaysg Cell signalling Rabbit 9661S | 1:4 000

CD31 Polyc Abcam Rabbit | Ab28364 | 1:75

MFG-E8 | 18A2-G1o MBL Hamster | D199-3 | 1:1000

102



Three pm sections of paraffin-embedded samples were analyzed using a Ventana Discovery Ultra
automated staining instrument (Ventana Medical Systems), according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, slides were de-paraffinized, the epitope retrieval was performed with the
reagents provided by the manufacturer, the endogenous peroxidase was blocked and the samples
were incubated with the appropriate antibodies for 60 min at 37°C. Signal enhancement for Caspase
3 and Ki67 antibodies was performed either with the OmniMap anti-rabbit detection kit or by the
Discovery HQ conjugated anti-rabbit IgG followed by Discovery amplification anti-HQ HRP
Multimer, according to the manufacturer’s instructions.

Slides were incubated with DAB chromogen and counterstained with hematoxylin Il for 8 min,
followed by Bluing reagent for 4 min. Brightfield stained slides were digitalized with a Hamamatsu
NanoZoomer 2.0-HT scanner and images were visualized with the NDP.view 1.2.47 software except
for the MFG-E8 staining, for which slides were digitally processed using the Aperio ScanScope
(Aperio). Nodule size was drawn by hand in HALO™ image analysis software (Indica Labs) and an
algorithm was designed with the Multiplex IHC v1.2 module to quantify the percentage of positive

cells per mouse, as indicated in figure legends.

Immunofluorescence :

Frozen sections were equilibrated at room temperature for 1omin and rehydrated in PBS. Sections
were incubated overnight with anti-mouse NKp46/NRCz antibody (1:500, AF2225 R&D system) and
for 1h with rabbit anti-goat alexa647 conjugated secondary antibody (Invitrogen A21446). Images

were acquired using Zeiss axioimager Z1 microscope with DAPI, GFP and Cys filter cubes

Softwares

The following open-source code and software were used in this study: R (v.3.5.1), Default settings
were used for all GSEA analyses. R package DESeq2 (v.1.22.1), R package pheatmap (v.1.0.10) and R
package VennDiagram (v.1.6.20) were also used. Graphpad prism v8 was used to make graphs and

for statistical analyses.

Data availability
The RNA-sequencing data have been deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO, NCBI)

repository, and will be made accessible through GEO Series accession number upon publication.
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Figure 1: Ras®'?Y oncogenic dosage controls the phenotype of BMEL cells. A. Bicistronic vectors were used to transduce BMEL
cells that were sorted by flow cytometry according to fluorescence intensities, giving rise to Ras*®" and Ras"'®" populations labelled with
either Venus or mCherry. Flow cytometry profiles are shown. Ras®'?V, Venus and mCherry expression were quantified by RTqPCR (lower
panels). B. Colonies in soft agar growth condition for parental BMEL («BMEL"T »), Ras'°" and Ras"'®" cells. Representative wells and
mean colony numbers +/- SEM from two independent experiments performed in triplicate are shown. C. Phosphoprotein array performed
on BMEL"T, Ras'®" and Ras"'®" cell lines. Bottom panel shows the quantification of duplicates from two independent experiments. a.u:
arbitrary units D. gqPCR quantification of Ras-MAPK target genes signature in Ras*®" and Ras"'®" BMEL cells normalized to expression
in parental BMEL"T cells. E. VVenn diagram and heatmaps showing log2 RPKM values of genes regulated by Ras®'?¥ in BMEL cells detec-
ted by a RNASeq transcriptomic analysis (Log2FC >1.5, p-value<0.01). Genes expressed at low levels (all RPKM Log2 values <1) were
removed from the analysis. From left to right: 160 genes were modulated by Ras similarly in Ras-°" and Ras"'®" populations, 65 genes
were altered only in the Ras"'®! cells and the expression of 15 genes was gradually modulated in the Ras*°" and Ras"'®" populations. F.
Volcano plot presentation of deregulated genes in Ras"®" cells vs parental BMEL cells. Genes belonging to regulation of immune
response signature (GO:0050776) are highlighted in orange. Ns not significant, *<0.05, **<0.01, ***<0.001 **** < 0.0001
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Figure 2: High level of Ras expression confers a selective advantage during in vivo tumour growth. A. Macroscopic liver tumours
three weeks after intrahepatic injection of 10° Ras'®" or Ras"'®" BMEL cells, as indicated. Mean +/-S.D volumes are indicated. Scale
bars: 5 mm B. Mice were injected orthotopically with a 1:1 mix of Ras"®"-Venus (green) and Ras-°"-mCherry (red) cells and sacrificed
atday 5, 10 and 21, as indicated. Representative images of tumour sections are shown in the upper panels. Different magnifications were
used to take into account the tumor growth (scale bars: 50 pm). Contribution of Ras™®" and Ras'°" cells to the tumour composition was
estimated by image analysis and flow cytometry, which gave identical results. Mean +/- SEM (dashed lines) are shown. The significance
of deviations from the theoretical value of 50% (i.e no selective advantage) is calculated by the one sample t-test. C. Cells from disso-
ciated tumours were sorted by flow cytometry (left panel) and the mean expression of Ras®'? in Venus- and mCherry-labelled popula-
tions was quantified by RTqPCR. Mean +/- SEM from three independent tumors are shown. Dashed lines indicate the mean level of
expression of Ras in the population of injected cells D. Mean Ras®'?” expression level quantified by RTqPCR in Ras"'®" cells before
injection, cells freshly isolated from the tumours as well as cell lines isolated from tumors kept in culture for 14 days.
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Figure 3: Distinct tumour environments select a site-specific range of optimal Ras signalling intensity. A. Repre-
sentative images of paired liver and peritoneal tumours collected three weeks after injection of BMEL-Ras"'®" and Ras-°"
cells, as indicated. Lower panel shows Hematoxylin/Eosin (HE) stainings. B. Quantification of liver and peritoneal tumour
volumes from three independent experiments (mean +/- SEM). C. Liver and peritoneal tumours resulting from injection of
RasLOW-mCherry or RasHIGH-Venus cells, as indicated, were dissociated and fluorescent cells were sorted by flow
cytometry. Ras®'?V expression levels in cells prior to injection and in cells purified from the tumours were quantified by
Tagman RTqPCR. LiverT: liver tumour, PerT: peritoneal tumour. Mean +/- SD are shown. P-values were calculated by
Student t-test: ns not significant, *<0.05, **<0.01,
***<0.001. D. Normalized enriched pathways from pre-ranked (Log2FC, Deseq) GSEA (GSEAvV6 : C5 Gene Ontology gen
sets). Lower panels show the enrichment plot for the indicated GO terms : positive regulation of MAPK cascade, regulation
of apoptotic signalling, immune response regulation. E. Immunohistochemical analysis of cell proliferation, apoptotic cell
death and necrotic areas in Ras"'®! liver and peritoneal tumours. The numbers in each panel represent mean+/-SEM from
the analysis of duplicate tumour sections from 7 animals.
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Figure 4: Site-specific immune contexts of primary and metastatic tumour locations. A. Cibersortx algorithm was used to perform;
cell type deconvolution of RNAseq data from stroma of matched liver and peritoneal tumours (n=4). Ten immune cell populations were
included in the signature, as indicated. B. Macrophage polarization marker expression were analyzed by RT-qPCR performed on RNA
isolated from stromal cells sorted from liver and peritoneal tumours. C. Dendritic cells (DC) (CD45+, CD11c+, MHCIllhigh, F4/80-,
CD24+) from liver and peritoneal tumours were analyzed by flow cytometry. The Graph represent the percentage of proliferating (Ki67+)
and non-proliferating (Ki67-) DC among the total DC population. D. Immunohistochemistry performed on liver and peritoneal tumour
.sectlons using anti MFG-E8 antibody, quantification of positive staining is shown in the right panel. E. Flow cytometry analysis of
CD45+CD11b+LyGG Ly6C- F4/80low (monocyte-derived macrophages) and CD45+CD11b+Ly6G-Ly6C- F4/80high (tissue- reS|dent
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injected orthotopically in C57/BL6/J mice and athymic nude mice, as indicated. Macroscopic images of representative liver and
peritoneal tumours collected 3 weeks after injections (scale bar = 5mm). Numbers indicate the fraction of inoculated animals that deve-
Eloped tumours. All quantitative analyses were subjected to a paired student t-test. P-values: *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001:
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Figure 5: Contribution of natural killer cells to clonal selection in hepatic tumours. A. Venn diagram showing numbers of differen-
tially expressed genes (Log2FC >1, p-value<0.05) from RNASeq data of liver vs peritoneal sorted tumoral cells and Ras"'®" vs Ras-°W
BMEL parental cells. Bottom panel: RTqPCR quantification of the 4 genes upregulated both in the hepatic vs peritoneal in tumours and
the parental BMEL Ras"'®f vs Ras'®" cells. Upper panels: analysis of FACS sorted cells isolated from tumours, lower panels: analysis
of in vitro grown cells. B. Flow cytometry analysis of CD45- Venus+ Ceacam1+ cells isolated from the liver and the peritoneal tumours.
Bottom panels show quantification (left) and mean fluorescent intensity (MFI, right) of the Ceacam1-expressing tumour cells. C. Ratios
of volumes of the matched peritoneal and liver tumors (PerT/LiverT) originating from injections of different cell populations, as indicated
(non-sorted HRas®'?, Ras'°%, Ras"®") inoculated into athymic nude or NOD-SCID-gamma (NSG) mice. D. Immunohistochemical
analysis of activated caspase 3 performed on tumours arising from Ras'°" and Ras™®" cells injected in nude and NSG mice. The
histogram shows the quantification of cleaved casp3 positive cells in randomly chosen fields. E. RTqPCR quantification of Ceacam1
expression in sorted tumour cells from athymic nude and NSG mice. Student t-test, ns not significant, *<0.05, **<0.01, ***<0.001 and
**¥%<0.0001 p-values.
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Suppl Fig 1 - BMEL clones do not express the p16 INK4A tumour suppressor.

Quantification of mRNA expression levels of p16/INK4A and p19/ARF using qRT-PCR performed on three
independent BMEL clones (C3, C6 and 8.1) with or without oncogenic Ras expression, as indicated. NRASG12D
p53null tumor cell line derived from a mouse tumour following a hydrodynamic gene transfer is used as a
positive control.
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Suppl Fig 2- Retroviral transduction gives rise to a wide range of transgene expression.

Flow cytometry profile showing Venus and mCherry flurescent labelling of BMEL cells transduced with bicistronic
HRasG12V/Venus and HRasG12V/mCherry vectors. Negative cells were eliminated by antibiotic selection. Selec-
tion gates for sorting are indicated as well as fluorescence intensity profiles of sorted cells (lower panels)
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Suppl Fig 3 - RasG12V expression does not change BMEL proliferation rates ex vivo.

Left panel shows doubling times in 2D culture for the indicated cell lines. Mean +/- SD are indicated for two inde-
pendent experiments. Right panel shows the composition of cellular populations after 5 days of culture of 1:1 mix
of RasHIGH-Venus and RasLOW-mCherry cells. Deviation from the theoretical value of 50% was calculated using
one sample t-test.
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Suppl Fig 4- Myeloid infiltrates differ between the microenvironments of hepatic L"g’; e
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A. Additional macrophage polarization markers were analyzed by RT-qPCR performed
on RNA isolated from stromal cells isolated from liver and peritoneal tumours. Ns: not
significant B Quantification of myeloid populations defined as CD45+CD11b+Ly6Gint-
LyéCint eosinophils, CD45+CD11b+Ly6G+ neutrophils, CD45+CD11b+Ly6G-Ly6C-
patrolling  monocytes, = CD45+CD11b+Ly6G-Ly6C+inflammatory = monocytes,
CD45+CD11b+Ly6G-Ly6C-F4/80high macrophages, CD45+CD11c+MHCIlhighF4/80-
CD24+ Dendritic cells and F4/80low by flow cytometry analysis of sorted liver and
peritoneal stromal cells from athymic nude mice tumors (n=4). Student t-test, ¥*<0.05
p-value. C Heatmap of cytokines differentially expressed in stromal cells of liver and
peritoneal tumours. Numbers display Log2 fold change values for each gene (Deseq, =

Log2FC>1.5 pvalue<0.05). PerT
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Suppl Fig 5 - Liver tumours have a high number of apoptotic cells and contain large necrotic areas.
Immunhistochemistry performed on athymic nude mice Liver and peritoneal tumours initiated by inoculation of
RasHIGH BMEL cells were analyzed in respect to anti-CD31 (upper panels) and senescence-associated beta-gala-
tosidase staining (middle panels). The histogram shows a quantification performed with an algorithm developed
on the QuPath software. Lower panels: immuno-fluorescence staining of RasHIGH (Venus-labelled, green) tumors
with the NK-specific anti-Nkp46 antibody (red). Arrows show Nkp46 positive cells that infiltrated liver tumours or
remained in the periphery of peritoneal tumours.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common cancer with high mortality. The limited
therapeutic options for advanced disease include treatment with Sorafenib, a multi-
kinase inhibitor whose targets include the Mediator kinase CDK8. Since CDK8 has
reported oncogenic activity in Wnt-dependent colorectal cancer, we investigated
whether it is also involved in HCC. We find that CDK8 and its paralogue CDK19 are
significantly overexpressed in HCC patients, where high levels correlate with poor
prognosis. Liver-specific genetic deletion of CDK8 in mice is well supported and
protects against chemical carcinogenesis. Deletion of either CDK8 or CDK19 in hepatic
precursors had little effect on gene expression in exponential cell growth but prevented
oncogene-induced transformation. This phenotype was reversed by concomitant
deletion of TP53. These data support important and non-redundant roles for mediator
kinases in liver carcinogenesis, where they genetically interact with the TP53 tumor

suppressor.
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Introduction

The cyclin-dependent kinase CDKS8 is the principal catalytic subunit of the
Mediator complex kinase module (1). In mice, genetic deletion of CDKS or its activating
subunit, cyclin C, is embryonic lethal (2, 3). Vertebrate genomes encode a second
paralogue of CDK8, CDK19, which also binds cyclin C and can replace CDK8 in the
kinase module of Mediator (4, 5). CDK8 may act as an oncogene in several tumor
types, including melanoma and colorectal cancer (CRC) (6, 7). Amplification of the
CDK8 gene was found in 14% of CRC patients, and reversing CDK8 over-expression
in CRC cells with amplified CDK8 reduced cell proliferation by interfering with the B-
catenin pathway (6, 8). CDK8 was also uncovered in a mouse transposon-mediated
mutagenesis screen for genes whose alteration contributes to intestinal cancer (9).
However, intestine-specific Cdk8 deletion in mice failed to confirm an oncogenic role
in intestinal tumorigenesis triggered by mutation of the tumor suppressor Apc ((10),
and our unpublished results).

CDK8 acts as a co-factor of many transcriptional activators and participates in
regulating the expression of a large number of genes, including immediate early genes
(11-14), targets of B-catenin (6), p53 (15), c-Myc (16), Hypoxia-inducible factor 1o
(HIF1a) (17, 18), Nuclear-factor kappa B (NFxB) (19) and Notch1 (3, 20). CDK8
expression appears to maintain tumors in an undifferentiated state by regulating c-Myc
programmes (16). CDK8 was also identified as a crucial regulator of tumor-promoting
activity of senescent cells (21). It is presently unclear how these multiple pathways
participate in tumor promotion by CDK8, and whether its paralogue CDK19 has similar
roles in tumorigenesis.

Since the oncogenic roles of CDK8 in Wnt-dependent CRC have been well
documented in the context of constitutive Wnt signalling, we wondered whether it also
has roles in hepatocellular carcinoma (HCC), another tumor type frequently associated
with activation of Wnt/B-catenin signalling (22). HCC is the main primary liver tumor
and one of the most deadly cancers worldwide (23). Mutations in the CTNNB1 gene,
coding for B-catenin, are found in around 30% of patients and are mainly associated
with the well differentiated, less aggressive, class of HCC (groups G5 - G6) (22, 24).
CDKS8 is expressed in the liver, where it may regulate lipogenesis (25). Importantly,
lipid accumulation as well as de novo lipid biosynthesis and the resulting lipotoxicity

lead to hepatic inflammation, constituting major risk factors for liver tumorigenesis (22).
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In this study, we show that although CDK8 has a limited role in liver homeostasis
both CDK8 and CDK19 paralogues are required for hepatic carcinogenesis in the

context of wild-type p53.

Results

CDK8 and CDK19 are highly expressed in p53-mutated hepatocellular carcinoma

To test whether expression of CDKS8 or that of its paralogue CDK19 is altered in
hepatic carcinogenesis, we first quantified by qRT-PCR their expression in a large
cohort of HCC patients (n=268, Supplemental Table 1). We found that both CDK8 and
CDK19 are significantly overexpressed in HCC tumors compared to non-tumoral
counterparts or normal liver (Figure 1A). Moreover, we detected a correlation between
the expression of the two kinases in HCC (Figure 1B), as previously observed in breast
cancer (26). Analysis revealed no correlation with a specific aetiology (alcohol, viral
infection, metabolic syndrome). However, there was a highly significant difference in
CDK&8/19 expression among the HCC subgroups defined by the classification based
on clinical and molecular features (24, 27): CDK8 or CDK19 high expressors were
enriched in the aggressive G1-G3 subsets as compared to G4-G6 (Figure 1C).
Coherently, high CDK8 or CDK19 expression was correlated with mutant p53 status,
molecular prognostic 5-gene score (28) and macroscopic vascular invasion (Figure
1D, E and F). Finally, high level expression of CDK8 or CDK19 correlated with poor
prognosis (Figure 1G). Thus our data are consistent with an oncogenic role for

Mediator kinases in hepatocellular carcinoma.

CDKS8 is dispensable for liver homeostasis

To investigate possible roles of the Mediator kinases in liver function and hepatic
carcinogenesis, we focused on CDK8. We generated a genetically modified mouse
with loxP sites flanking exon 2 of the Cdk8 gene (Figure 2A). Crossing these animals
with transgenic mice expressing the Cre recombinase under the control of the Albumin
promoter (Alb-Cre mice(29)) gives rise to hepatocyte-specific deletion of the essential
exon 2, and induces a frameshift that results in a stop codon at position 52, eliminating
CDKS8 protein in the liver (CDK8¢? animals) (Figure 2B).
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In accordance with the absence of overt phenotype of ubiquitous Cdk8 deletion
in adult animals (10), the liver-specific deletion of CDK8 was compatible with normal
liver development and we detected no change in liver physiology at the age of 3 months
(Figure 2C). Importantly, the B-catenin-driven metabolic liver zonation was not affected
by the CDK8 ablation, as judged by the purely centrilobular expression of glutamine
synthetase (Figure 2C). Moreover, we detected no differences in the expression levels
of several B-catenin target genes between the control and the CDK82"eP animals
(Figure 2C). These results indicate that CDKS8 is not required to regulate the B-catenin
pathway under normal homeostasis conditions. However, in aging animals (> 6
months) CDK8 deficiency led to increased body weight and higher liver steatosis score
(Figure 2D), confirming an involvement of CDK8 in liver lipogenesis (25). Older

CDK8%"p animals (12-15 months) did not show any sign of liver tumors (n= 12).

CDKS8 is required for chemically induced liver carcinogenesis and hepatic cell
transformation

We next used a model of hepatic carcinogenesis in CDK82"*P animals to
investigate potential roles of CDKS in liver cancer. In this model, a single injection of
hepatotoxic agent diethylnitrosamine (DEN) to young mice gives rise to liver tumors
after 6-8 months (30). We sacrificed DEN-treated animals at 28 weeks, a relatively
early time point in the kinetics of tumor formation, to allow detection of both positive
and negative changes in tumor burden. As expected, 9 out 17 (53%) of the control
Cdk8™F mice had at least one macroscopic liver tumor at sacrifice (Figure 3A). In
contrast, only one out of eleven (9%) CDK82"¢? animals had developed tumors by this
time point. Cell death and regenerative response of the livers shortly after the DEN
treatment were both indistinguishable between controls and CDK8%"* mice
(Supplemental Figure 1), indicating that CDK8 ablation acted by inhibiting
tumorigenesis rather than by interfering with the initial hepatoxicity of the treatment.
Taken together, these data support the hypothesis that CDK8 contributes to
chemically-induced liver carcinogenesis in mice.

To investigate whether the effects of CDK8 loss on carcinogenesis were cell
autonomous, we next isolated primary hepatic progenitor cells (BMEL) (31) from
Cdk8™F embryos. Upon stable transfection of Cre, we obtained an efficient deletion of
CDKS8 from these cells (Figure 3B). CDK8 loss had no effect on BMEL cell morphology
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or growth characteristics under standard monolayer culture conditions (Figure 3B). As
murine liver tumors triggered by DEN injection are often driven by mutated forms of
Ras (30), we used forced expression of an oncogenic form of Ras, H-Ras®'?V, to
investigate effects of CDK8 loss on hepatic cell transformation. Similarly to previous
results obtained with independent BMEL cell lines (32), H-Ras®'?¥ was sufficient to
transform primary Cdk8™" BMEL cells, which then efficiently formed colonies in soft
agar (Figure 3C). In contrast, CRE-mediated deletion of CDK8 abolished colony
formation in this assay (Figure 3C), which is consistent with the protective role of CDK8
deletion in DEN-treated livers. Next, we used a model of tamoxifen-inducible CreERT2
activation. This confirmed the CDKS8 requirement for Ras-induced transformation.
Strikingly, deletion of CDK8 in cells previously transformed by Ras®'?V expression
reverted their transformed phenotype (Figure 3C). To validate in vivo that CDK8
deletion protects hepatic progenitors from Ras-induced transformation, we injected
CDKB8"F Ras®'?V or CDK8" Ras®'?Y BMEL cells into the liver of immunodeficient mice.
While the Cdk8" BMEL expressing Ras®'?V gave rise to orthotopic tumors, their
counterparts devoid of CDK8 did not (Figure 3D).

We next disrupted Cdk8 by by CRISPR/Cas9-mediated gene disruption, wich
confirmed both the absence of apparent phenotype in CDK8-depleted cells and the
requirement for CDK8 for cell transformation (Figure 3E). Finally, to exclude that the
requirement for CDK8 for transformation is specific for BMEL cells, we disrupted it by
CRISPR/Cas9 in a human hepatoblastoma cell line, HepG2. As expected, the cells
grew well in the absence of CDK8, but again did not form colonies in soft agar (Figure
3E). Altogether, our results indicate that CDK8 is required for H-Ras®'?V-driven

oncogenic transformation of hepatocytes and of hepatic progenitor cells.

CDK8 deletion impairs Ras®'?V-driven transformation in a p53-dependent
manner

We then investigated possible molecular mechanisms by which CDK8 removal
could impair Ras®'?V-driven transformation. Deletion of CDK8 did not abrogate
Ras®'?V-induced cell shape remodelling or ERK phosphorylation (Supplemental Figure
2A, B), indicating that the kinase is dispensable for Ras pathway activation. Second,
constitutive activation of the B-catenin pathway in the BMEL cells did not rescue CDK8
deficiency (Supplemental Figure 2C), indicating that tumor-promoting activity of CDK8

in the liver does not rely on the activation of the (-catenin pathway, which is consistent



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/789586; this version posted October 1, 2019. The copyright holder for this preprint (which was
not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made
available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

with the lack of B-catenin-related phenotype in CDK82"e? livers (Figure 2). Third, CDK8
has been proposed as a regulator of glycolysis (33), and we therefore tested whether
CDK8 removal affects the metabolism of BMEL cells. However, analysis of glycolysis
(Seahorse Glycolysis stress test) and mitochondrial respiration (Seahorse Mito stress
test) did not reveal any effect of CDK8 ablation (Supplemental Figure 3), indicating that
this regulation is not present in hepatic progenitor cells and that it does not account for
the failure of CDK8-mutant cells to grow in soft agar.

Since CDK8 overexpression in patients correlates with mutant p53 status, we
next considered the possibility that CDK8 acts by modulating p53 function. Although
CDK8 can act as a coactivator of the p53 transcriptional program (34), we observed
that removal of CDKS8 rather increases the level of p53 protein (Figure 4A), suggesting
that CDK8 might restrain the tumor-suppressive functions of p53 in hepatic cells. In
agreement with this idea, soft agar tests showed that the requirement for CDK8 in Ras-
induced transformation was abrogated by p53 inactivation via CRISPR/Cas9 editing
(Figure 4B). Furthermore, depletion of CDK8 did not prevent transformation of the p53-
deficient Huh7 cell line (Supplemental Figure 4). To extend these results to an in vivo
setting, we triggered tumorigenesis via hydrodynamic gene delivery (HGD) (35) of the
activated form of Ras together with CRISPR/Cas9-mediated inactivation of
endogenous p53. HGD with Ras alone did not generate tumors, as previously
described (36), whereas simultaneous transfection with N-Ras®'?® and CRISPR-p53
gave rise to multiple aggressive tumors within 4 weeks (Figure 4C). Consistent with
the results of the cellular models, this combination of oncogenic stimuli was also fully
efficient in CDK82*P animals, whose hepatocytes are devoid of CDK8 (Figure 4C). Cell
lines derived from CDK8FF or CDK8"- HGD-tumors were equally capable of giving rise
to tumors when injected orthotopically into immunocompetent mice (Figure 4D). Our
results suggest that CDK8 is required for initiation of tumorigenesis by counteracting

p53 function.

Both CDK8 and CDK19 are required for Ras®'?V-driven transformation

An interesting inference from the above results is that CDK19, whose
expression is preserved in CDK8-deleted cells (Figure 5A), is insufficient to
compensate for loss of CDK8, despite its high homology and redundant roles in
Mediator. Furthermore, both CDK8 and CDK19 are overexpressed in a significant
number of HCC patients. We therefore wondered whether CDK19 is also required for
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Ras-induced tumorigenesis. To test this, we deleted CDK19 in BMEL cells by CRISPR-
Cas9 editing. The resulting mutant cells had unaltered morphology and proliferation
kinetics (Figure 5A). Interestingly, CDK19 removal caused a significant upregulation of
CDKS protein levels, but not of mMRNA levels, indicating a posttranscriptional feedback
regulation of CDK8 in the absence of CDK19 (Figure 5A).

Similarly to CDK8 deletion, CDK19 ablation prevented the acquisition of the
transformed phenotype upon ectopic expression of the oncogenic form of Ras, as
judged by the lack of anchorage-independent growth (Figure 5B). Again, we obtained
similar results upon CDK19 deletion in human HepG2 cells (Supplemental Figure 4).
Thus, both CDK8 and CDK19 are required for Ras-driven transformation of primary
hepatic progenitors, neither paralogue being able to compensate for the absence of
the other.

As CDK8 and CDK19 constitute the only members of the CDK module
regulating transcriptional activity of the mediator complex, one hypothesis to account
for the requirement of simultaneous presence of both kinases is that they control
different subsets of target genes, both of which are needed for transformation by H-
Ras®'?V. To test this hypothesis, we analyzed gene expression profiles of the Ras-
expressing BMEL cells in the presence or absence of CDK8 or CDK19 by RNA-seq
(Figure 5C). Surprisingly, disruption of either CDK8 or CDK19 had only minor effects
on gene expression, with only around 30 genes reproducibly showing more than 2-fold
differences in expression between cells expressing Ras®'?¥ with or without deletion of
Cdk8 or Cdk19. At this threshold of fold-change, we did not identify common genes
deregulated by the absence of either kinase (Figure 5D). However, even though
neither CDK8”- nor CDK197 cells can be transformed by the oncogenic form of Ras,
Ras®'?V caused deregulation of over 1000 genes, irrespective of the status of Cdk8
and Cdk19 when growing in exponential culture, explaining their indistinguishable
morphology. This result further shows that, despite the importance of Mediator for gene
regulation, neither CDK8 nor CDK19 are required for implementing wide-ranging
changes to gene expression, suggesting that their effects in carcinogenesis, which

involve p53, are not due to major transcriptional changes.

Discussion

Combining patient data and mouse models, we provide evidence that both

Mediator kinases, CDK8 and CDK19, are involved in hepatocellular carcinoma. Our
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data indicate that these CDKs are required for initiation of tumorigenesis induced by
mutation of a strong oncogene, Ras. To our knowledge, this is the first indication that
the CDK8 paralogue CDK19 is required for cell transformation, indicating non-
redundant functions for both kinases in facilitating tumorigenesis.

We find that removal of CDK8 in hepatocytes has no major consequences for
liver functions, as previously indicated by the ubiquitous inactivation of the kinase in
adult animals (10). However, we observed that CDK8 depletion induces steatosis in
aging animals, in accordance with a role for the kinase as repressor of lipogenesis
(25). In contrast to its mild effects on liver physiology, CDK8 disruption has a strong
impact on hepatic carcinogenesis. We observed a major reduction of chemically
induced tumorigenesis, and a complete protection from Ras-induced -cell
transformation. This requirement is further highlighted by the fact that CDK8 ablation
occurring after Ras®'?V-induced transformation is able to restore the non-transformed
phenotype.

CDK8 thus apparently has diverse context-specific involvement in various
cancers. CDK8 was initially described to have oncogenic properties in Wnt-dependent
colorectal cancers, where it controls the beta-catenin pathway (6, 8) and maintains
Myc functions (37). However, this was not confirmed genetically in mouse models;
indeed, if anything, CDK8 knockout marginally increased progression from early
lesions to tumors (10). A recent study also found no effect of CDK8 knockdown on
growth of colorectal tumors in syngeneic mice, but it prevented liver metastases (38).
Furthermore, CDK8 promotes proliferation of melanoma cell lines (7) and is apparently
required for efficient Estrogen Receptor (ER)-dependent transcription in ER-positive
breast cancer cells (39). However, most reports of anti-tumor activity caused by
interfering with CDK8 function have used kinase inhibitors (39-45) that target both
CDK8 and CDK19. The most likely explanation for this is that CDK inhibitors are rarely
very specific for one kinase subfamily (46) and some “CDK®8/19 inhibitors” may inhibit
other kinases required for efficient tumor development. This highlights the need for a
genetic approach in vivo.

Other studies have suggested that as well as possessing oncogenic activity in
some contexts, CDK8 may rather have tumor-suppressive activity in others, including
endometrial cancers (47), intestinal cancer (10) and T-cell acute lymphoblastic

leukemia (3).
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One way of reconciling these apparently different roles for Mediator kinases is
to invoke possible tissue-specificity of action. We found that CDK8 deletion has no
effect on hepatic cell growth, contrary to certain melanoma or gastric cancer cell lines,
in which decrease of proliferation has been described (7, 48). Tissue specificity is
further demonstrated by the fact that while knockout of either kinase is well tolerated
by hepatic precursor cells, germline-deletion of the Cdk8 gene in mice is lethal at pre-
implantation embryogenic stages (2). Our results suggest that oncogenic activities of
CDK8 and CDK19 in HCC are independent of the p-catenin pathway, and therefore
likely operate through different mechanisms in colorectal and hepatic carcinogenesis.
One key finding of our study is that both CDK8 and CDK19 are required for cell
transformation by H-Ras®'?V. This is not due to downregulation of one kinase when the
other one is removed, as, on the contrary, we found that CDK19 depletion stabilizes
CDKS protein, identifying a post transcriptional regulation of CDK8 levels. Of note, this
cross-regulation is not bidirectional, as removal of CDK8 does not seem to stabilize
CDK19 protein. A possible explanation for these results might be that CDK8 and
CDK19 regulate transcription of specific gene sets that are both required for hepatic
cell transformation. The results of our RNA-seq analysis renders this hypothesis
unlikely, as very few genes are differentially transcribed in either knockout. However,
we cannot exclude this entirely, as 12 genes were differentially regulated in knockouts
of both Cdk8 and Cdk19 when the threshold for fold-change is removed: Adora1, Nt5e,
Fgfbp1, Spp1, Gm5781, Lgals4, Rpl10-ps3, Akap12, Gm8349, Anxa10, Scd1, Ly6a.
Yet the magnitude of the gene expression change is likely too low to be biologically
meaningful; the regulation of several, including Anxa10 (encoding Annexin 10A),
Akap12 (encoding A Kinase Anchoring Protein-12) and Nt5e (encoding 5
nucleotidase) is in opposite directions in each knockout; and no clear roles in cancer
for any of these genes have been reported. A possibility that we cannot exclude at this
stage is that both CDK8 and CDK19 are required for transcription or repression of
genes whose expression is only activated upon growth in foci. However, the minimal
effects of deletion of either gene in shaping the transcriptome induced by expression
of oncogenic Ras suggests that neither kinase is required to implement large-scale
changes to gene expression, and that non-transcriptome effects should be considered.

We suggest an alternative model, which is compatible with both apparent
oncogenic activity of Mediator kinases in some circumstances and lack of effects in

others. In this model, CDK8/19 are not in themselves oncogenes and therefore their
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overexpression does not transform cells, but rather provides a favorable terrain
enabling the initiation of tumorigenesis by additional oncogenic factors, including bona
fide oncogenes. For example, it is well established that, rather than transforming cells
directly, expression of strong oncogenes such as Ras®'?Y promotes premature cell
senescence with accumulation of p53 and p16 (49). BMEL cells are immortal, but have
a functional wild-type p53 (50). In this context CDK8/19 expression may attenuate the
function of p53, thus unleashing the oncogenic potential of mutant Ras. We speculate
that loss of p53 by mutation “fixes” the initial advantage conferred by overexpression
of CDK8/19. This agrees both with our finding that in the liver, CDK8/19 are only
required for cell transformation in the presence, but not the absence, of p53, and with
the genetic interaction between CDK8/79 and TP53 in patients. If such a scenario was
indeed true, it would suggest a therapeutic niche for CDK8/19 kinase inhibitors in
cancer: they would be expected to trigger differentiation or death of tumor cells that
have not yet acquired p53 mutations. Our results warrant further investigation of

CDK&8/19 inhibitors as therapeutic agents for p53-positive hepatocellular carcinoma.

Material and Methods

Patients

A total of 268 fresh-frozen tissue samples of HCC, associated with various etiologies, were
included in this study. Patients and tumor features were already described in previously
published studies and summarized in Supplemental Table 1. Written informed consent was
obtained from all subjects in accordance with French legislation.

CDK18 and CDK19 mRNA expression levels were assessed by quantitative RT-PCR using
Fluidigm 96.96 Dynamic Arrays and specific TagMan predesigned assays (CDK8=
Hs00176209_m1; CDK19= Hs00292369 m1; Life Technologies, Carlsbad, CA). Data were
calibrated with the RNA ribosomal 18S and changes in mRNA expression levels were

determined using a comparative CT method using 5 normal tissue samples as control.

Mice experiments

All reported animal procedures were carried out in accordance with the rules of the French
Institutional Animal Care and Use Committee and European Community Council
(2010/63/EU). Animal studies were approved by institutional ethical committee (Comité

d’éthique en expérimentation animale Languedoc-Roussillon (#36)) and by the Ministéere de
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'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation (D. Gregoire: APAFIS#11196-
2018090515538313v2).

Cdk8"F mice were generated as following: An 8076 bp genomic fragment (mouse chromosome
5: 146,254,503 to 146,262,579) enclosing the essential exon 2 (whose deletion results in loss
of the essential catalytic lysine residue and causes a frameshift truncating over 90% of the
protein) of the CDK8 gene was amplified by PCR from genomic DNA of 129/Sv embryonic
stem cells and cloned into pGEM-T-easy. The diphtheria toxin A gene was cloned into the
Sacll site. 64 bp to the 3’ of exon 2, the sequence CTCTAT was mutated to CTCGAG,
generating an Xhol site. LoxP sites flanking exon 2 were generated by a combination of
conventional cloning and recombineering, using an approach published in Liu et al., Genome
Res. 2003 Mar;13(3):476-84. The loxP PGK-Neo cassette was amplified from pL452 plasmid
with flanking Avrll/Hindlll sites at each end and cloned into the Avrll site upstream of exon 2.
Fragment orientation was confirmed by the generation of 3.5 kb Hindll and 2.0 kb Nhel sites,
and the vector was recombined in E.coli strain SW106 with inducible Cre recombinase
expression followed by Hindll digestion, generating a single loxP site upstream of exon 2. Into
this recombined vector, the FRT-PGK-Neo-FRT-LoxP cassette (amplified from pL451 with
flanking Xhol sites) was cloned in the newly generated Xhol site downstream of exon 2,
resulting in the “deletion construct”. The orientation was confirmed by the generation of 2.2 kb
Nhe1 and 3.4 kb BamHI sites. Functionality of the two recombination sites was tested as
follows: the FRT site was confirmed by recombination in E.coli strain SW105 with inducible
FIpE recombinase expression, deleting the FRT-Neo cassette and generating a 1.4 kb BamHI
fragment; and the resulting plasmid was transformed in E.coli strain SW106 with inducible Cre
recombinase expression, deleting exon 2 and resulting in a 1.1 kb BamHI fragment. The Notl
linearized fragment of the deletion construct was transfected by electroporation into 129/Sv
embryonic stem cells. 244 Neomycin-resistant colonies were genotyped by PCR and Southern
blotting. Two probes were used: one outside the 3’ end of the deletion construct, with Hindlll
digestion giving a single 9kb fragment for the WT and a 7kb fragment for the correctly-
integrated deletion cassette, and one to the 5’ end of the deletion cassette, again giving the
same 9kb fragment for the WT but a 3.5 kb fragment for the deletion cassette. 10 colonies
showed a correct integration by homologous recombination. These ES cells were injected into
blastocysts obtained from pregnant Balb/c mice, and chimeric mice were crossed with
C57/Bl6J mice constitutively expressing FIpE recombinase, removing the FRT-Neo cassette.
Agouti mice were genotyped by PCR, showing correct insertion of the loxP sites around exon
2. Alb-Cre mice were described previously (29).

Allografts: Athymic Nude mice (Hsd:Athymic Nude-Foxn1™, Envigo) or CDK8™" mice were
anesthetized with intra-peritoneal injection of Xylazine-Ketamine mixture. After incision of

abdominal wall and peritoneum, the left lateral lobe of the liver was pulled out of the mouse
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body. 50000 cells, resuspended in 5 pL of 25% Matrigel (BD) - PBS, were injected using a
10uL Hamilton syringe in the left lobe of the liver. After injection, liver was put back in normal
position and the abdomen was sutured. Tumors were allowed to grow out for 4 weeks, then
collected and fixed following classical procedures.

DEN induced carcinogenesis: Diethylnitrosamine (DEN) (30 mg/kg) was injected intra-
peritoneally in 14 days old male mice. Mice were sacrificed and livers collected after a period
of 8 months.

Hydrodynamic Gene Delivery: Hydrodynamic injections were performed in 6-8 week-old
female mice as described previously (35). Briefly, 0.1 mL/g of a solution of sterile saline (0.9%
NaCl) containing plasmids of interest were injected into lateral tail vein in 8-10 s.
LentiCRISPRv2-sgTp53 (12.5 pg) and pT3-EF1a-N-RASC'?°.GFP (12.5 ug) were injected
together with sleeping beauty transposase SB100X (2.5 ug, ratio of 5:1). pCMV(CAT)T7-
SB100 was a gift from Zsuzsanna Izsvak (Addgene plasmid # 34879).

Cell lines

8FF mouse. Cells

BMEL (Bipotential Mouse Embryonic Liver) cell line was isolated from CDK
were grown on collagen-coated plates in RPMI medium (Gibco/Life Technologies)
supplemented with 10% fetal calf serum (Pan-Biotech), insulin 10 pg/mL (Sigma), IGFIl 30
ng/mL (Peprotech), EGF 50 ng/mL (Peprotech), 100 units/ml penicillin, and 100 mg/ml
streptomycin. Other cell lines used, HepG2, Huh7, and HEK293T, were grown in Dulbecco
modified Eagle medium (DMEM-high glucose, pyruvate, GlutaMAX—Gibco® LifeTechnologies)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Pan-Biotech). Cells were grown under standard
conditions at 37°C in a humidified incubator containing 5% CO.. All cells were routinely tested

to confirm absence of mycoplasma contamination.

Generation of cell lines

pMSCV retroviral vectors (Clontech) encoding CRE recombinase, tamoxifen-inducible CRE-
ERT2 (addgene plasmid #22776) or human H-Ras®'?Y were used to generate stable BMEL
cell lines. For induction of CRE-ERT2 activity, 4-OH tamoxifen was added to culture medium
at a concentration of 2 uM for two weeks. CRISPR subgenomic RNA (sgRNA) targeting murine
or human Cdk8, Cdk19 or Trp53 (CDK8 Mouse: 5-ATCCCTGTGCAACACCCAGT-3'.
CDK8_Human 5-CGAGGACCTGTTTGAATACG-3 CDK19_Mouse: 5'-
AAAGTGGGACGCGGCACCTA-3, CDK19_Human, 5-ATTATGCAGAGCATGACTTG-3’
Trp53 5-ATAAGCCTGAAAATGTCTCC-3' ; all sequences from Zhang lab database) were
cloned as synthetic dsDNA into lentiCRISPRv2 vector as described (51) (provided by F.
Zhang, Addgene plasmid #52961). Generation of lentiviral particles and infection of BMEL,
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Huh7 or HepG2 cells were carried out following classical procedures, and described previously
(52). Successfully infected cells were selected with puromycin (2 ug/mL) or hygromycin (150
pug/mL) during 48h. Cell lines were further propagated and transgene expression or effects of
targeted deletions verified by Western blot. Polyclonal cell lines were used for all subsequent

experiments.

Soft agar

10° cells for each cell line were mixed with medium supplemented with 0.5% agarose and
placed on top of the 1% agarose layer. 1 mL medium was added to the solidified layer and
changed every 2-3 days. After 4 to 6 weeks, soft agar was stained with crystal violet 0,005%

in 4% PFA for 1h. Colonies visible to the naked eye were counted manually.

Immunohistochemistry

Livers were fixed for 24 h in 10% neutral buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned at
4 um and stained with haematoxylin-eosin safran (HES) or subjected to immunohistochemical
staining. Immunohistochemistry staining of GS (BD Transduction Laboratories, 610517, 1:200)
and CDK8 (Santa Cruz, sc-1521, 1:400) were performed using classical procedures, with
antigen retrieval in citrate buffer, and biotinylated secondary antibody coupled to streptavidin—
peroxidase complex (ABC Vectastain kit; Vector Laboratories). Slides were digitally processed

using the Nanozoomer scanner (Hamamatsu).

Protein isolation and Western blotting

Protein lysates of cells or tissues were prepared with lysis buffer (150mM NaCl, 50mM Tris pH
7.5, 0.2% Triton, 1mM EDTA; freshly added 1mM DTT and protease inhibitors cocktail
(Roche)) and incubated on ice for 30 min. Samples were centrifuged for 10 min at 13000rpm
and supernatant collected. Protein concentrations were determined by BCA protein assay
(Pierce Biotechnology). All the samples were mixed 1:1 with Laemmli buffer and heated at
95°C for 5 min. Equal amounts of proteins were separated by SDS—PAGE (Biorad; usually
12% gels). Proteins were transferred onto PVDF membranes (Milipore). Red ponceau or
amidoblack staining was done to check transfer efficiency and equal amount of protein loading.
Primary antibodies used were: Cdk8 (Santa Cruz #sc1521, dilution 1:1000); Cdk19 (Abcam,
dilution 1:1000); p53 (Cell signalling #2524 1:1000), Actin (Sigma A1978, 1:20000), Tubulin
(DSHB, 1:400). Antibodies were diluted in 5% BSA in TBS-Tween and incubated overnight at
4°C. Secondary antibodies were either anti-goat IgG-HRP or anti-mouse antibodies IgG-HRP

(Jackson immunoresearch). Band intensities were calculated using imageJ Lane Analysis.
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RNA isolation, qPCR and RNA-Seq analysis

The RNA was extracted from either cells or liver tissue and purified using RNeasy mini kit
(Qiagen) according to manufacturer’s protocol. Reverse transcription of total RNA (1ug) was
done with QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen), and cDNA quantified using LC Fast
stard DNA Master SYBR Green | Mix (Roche) with primers detailed below on LightCycler480
apparatus (Roche). Gene expression levels were normalized with hypoxanthine phospho-
ribosyltransferase (HPRT). Primer  pairs used for gPCR: Cdk8 5-
GAATTTCTATGTCGGCATGCAG-3’ and 5-ATAGTCAAAGAGAAGCCATACTTTCC-3’, Glul
5-TAGCTGTCACAAAGCGGGTGTA-3’ and 5-AGTGGAAATGTCAATCTCAGCC-3’, Axin2
5-ACCGGTCACAGGATGTC-3' and 5-GACTCCAATGGGTAGCTCTTTC-3, c-myc 5'-
CCGAGTGCATTGACCCCTCA-3' and 5- GAGAAGGCCGTGGAATCGGA-3’. Hprt 5'-
GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3’ and 5-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3'.

For RNA-Seq analysis, RNA was extracted from exponentially growing subconfluent BMEL
cells in three independent experiments for each cell line, using RNeasy mini kit (Qiagen) with
DNAse treatment. RNA integrity was validated using RNA BioAnalyzer (Agilent), all RIN >9.5.
The preparation of the library was done with the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation
kit (lllumina). The sequencing was performed in an lllumina Hiseq 2500 sequencer by
the Sequencing Platform of Montpellier (GenomiX, MGX, France; www.mgx.cnrs.fr), with 50
base pairs (bp) single end reads to an estimated depth of 25 million reads per sample. In order
to perform a quality control of the sequencing, FastQC over the fastq files containing the raw
reads. All the reads that passed the quality control were aligned to the mouse reference
genome (GRCm38.p6) and the counts per gene were quantified using the tool STAR 2.6.0a(2).
The Ensembl mouse genome annotations (release 93) were used for establishing the
coordinates of each gene and their corresponding transcripts. Differential gene expression
analysis was performed in R using the DESeq?2 library. After normalization of the read counts
per gene, a negative binomial generalized linear model was fitted considering single factor
design for assessing the differential expression between CDK8/CDK19 knock-out BMEL
Ras®'?Y transformed cells and BMEL Ras®'?" transformed cells (as the control group). Wald
test are performed for assessing statistical significance on the differential expression of each
gene, then test are independently filtered and corrected by multiple hypothesis testing

(Benjamini—-Hochberg).

Statistical Analysis

Data sets were tested with 2-tailed unpaired Studentftests or Mann-Whitney U tests,
correlations were analyzed with Pearson's x? test using Prism Software version 8 (GraphPad).
Significant P values are shown as: *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, and ****P <0.0001.
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Human samples: Data visualization and statistical analysis were performed using R software
version 3.5.1 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. https://www.R-
project.org) and Bioconductor packages. Comparisons of the mRNA expression levels
between groups were assessed using Mann-Whitney U test. Spearman's rank-order
correlation was used to test the association between continuous variables. Univariate survival
analysis was performed using Kaplan-Meier curve with log-rank test. The median CDK8 and
CDK19 expression levels on the total number of analyzed samples was used to determine the

low- and high- expression groups. P-value < 0.05 was considered as significant.

Data availability
The RNA-sequencing data have been deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO,
NCBI) repository.
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Figure 1: CDK8 and CDK19 are highly expressed in human HCC and associated with mutated p53 status. (A)
Levels of CDK8 and CDK19 mRNA quantified by gPCR in control liver, non-tumoral part or malignant (HCC) tumor of
patients. The fold change (LogFC) in gene expression is presented relative to mean expression level of the correspon-
ding gene in five normal liver samples. Data are represented as Tukey’s boxplots where box indicates the first and third
quartiles, bar indicates median, whiskers indicate 1.5 interquartile range (IQR). P-values obtained with the Wilcoxon
rank-sum test are indicated. (B) Correlation between the expression of CDK8 and CDK19 mRNA levels in human HCC
samples (n=268) using Spearman's rank-order correlation (C-F) Levels of CDK8 and CDK19 mRNA in HCC classified
according to molecular classification of HCC (Boyault et al., 2007), mutated status of p53, 5 gene score (Nault et al.,
2013), or presence of macroscopic vascular invasion (histological identification), respectively. The number of patients in
each class is indicated. The fold change (LogFC) in gene expression is presented relative to mean expression level of
the corresponding gene in five normal liver samples. Data are represented as Tukey’s boxplots where box indicates the
first and third quartiles, bar indicates median, whiskers indicate 1.5 interquartile range (IQR). P-values obtained with the
Wilcoxon rank-sum test are indicated. (G) Kaplan-Meier plots of overall survival in HCC patients (from(Nault et al.,
2013)) with high or low expression of CDK8 or CDK19 mRNA. High/low expression groups were defined by the median
expression levels of the total number of analyzed samples. Statistical differences were assessed by Log-rank Test.
P-value obtained are indicated.
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Figure 2: Hepato-specific ablation of CDK8 does not affect liver homeostasis, but induces stea-
tosis. (A) Map of CDK8 genomic locus and strategy used to generate CDK8F transgenic mouse. See
material & methods section for details. (B) gPCR, Western-blot and immunohistochemical analysis of
CDKa8 removal in hepatocytes of CDK8*HEP mice. For gPCR quantification, males and females mice of
different ages were used. CDK8 FF (n=34) or CDK8"€? (n=30). WB and IHC show results for 3 month
old female mice. No differences were observed depending on sex or age of the animal. (C) HE staining
of, GS staining, and qPCR analysis of p-catenin target genes (Glul, axin2, c-myc) in wild-type and
CDKS8 depleted 3 months old mice. n.s: not significant (t-test). (D) Body weight and steatosis grade
score of 6 months old CDK87F and CDK8"E” female mice. P value of Fisher’s exact test is indicated.
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Figure 3: CDKS is required for hepatic carcinogenesis. (A) Effect of CDK8 depletion on DEN-induced hepa-
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Figure 5: CDK19 and CDKS8 are both required for transformation by H-Ras®'?V . (A) Pictures, western blot and quanti-
fication of BMEL cell lines depleted of CDK19 by crispr/Cas9. A representative western blot and quantification from 4
independent experiments (mean + SD) are shown. * indicates an aspecific band sometimes detected with CDK8 antibo-
dy. For each experiment, the band intensity value or cDNA content of the crispr-Ctl sample was normalized to 1. P-value
from one-sample t test is indicated. (B) Soft agar test for indicated BMEL cell lines. A representative well for each cell line
is shown. Mean number of colonies per well + SD from at least three independent experiments are indicated. (C) Heat-
map for the RNASeq experiments. The raw counts were transform using the regularized log and the variance was calcu-
lated between all the samples for all the genes. We selected the 100 genes with the higher variance. Distance between
genes and samples were computed using the euclidean measure and the hierarchical cluster analysis was perform in
order to set the distance trees. Two level of colors were set to describe the sample genotypes for RAS transformation
(Violet: wild type; Blue: RAS®'2Y mutation) and for Cdk8 or Cdk19 knock-outs (Gray: Control; Green: Cdk8 KO; Orange:
Cdk19 KO). (D) Volcano plots for the differential gene expression. The values of the minus logarithm in base ten versus
the logarithm in base two of the counts are plotted for each gene and two levels of significance are showed in red (genes
with adjusted p-value less than 0.05) and in purple (genes with adjusted p-value less than 0.05 and with absolute values
of the log2 of the fold change greater than one).
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Abstract

Background & Aims: The tumour microenvironment shapes tumour growth through cellular
communications that include both direct interactions and secreted factors. The aim of this
study was to characterize the impact of the secreted glycoprotein ADAMTSLS, whose role in

cancer has not been previously investigated, on hepatocellular carcinoma (HCC).

Methods: ADAMTSLS5 methylation status was evaluated through bisulfite sequencing, and
publicly available data analysis. ADAMTSLS5 RNA and protein expression were assessed in
mouse models and HCC patient samples and compared to data from published datasets.
Functional studies, including association of ADAMTSLS depletion with responsiveness to
clinically relevant drugs, were performed in cellular and in vivo models. Molecular alterations
associated with ADAMTSLS targeting were determined using proteomics, biochemistry, and

RT-qPCR.

Results: Methylome analysis revealed hypermethylated gene body CpG islands at the
ADAMTSLS5 locus in both mouse and human HCC, correlating with higher ADAMTSLS5
expression. ADAMTSLS targeting interfered with tumorigenic properties of HCC cells in
vitro and in vivo, whereas ADAMTSLS overexpression conferred tumorigenicity to pre-
tumoral hepatocytes sensitized to transformation by a modest level of MET receptor
expression. Mechanistically, ADAMTSLS5 abrogation led to reduction of several oncogenic
inputs relevant to HCC, including reduced expression and/or phosphorylation levels of
receptor tyrosine kinases MET, EGFR, PDGFRp, IGF1Rp, or FGFR4. This phenotype was
associated with significantly increased sensitivity of HCC cells to clinically relevant drugs,
namely Sorafenib, Lenvatinib, Regorafenib. Moreover, ADAMTSLS depletion drastically

increased expression of AXL, accompanied by a sensitization to Bemcentinib.



Conclusions: Our results point to a role for ADAMTSLS in maintaining the function of key
oncogenic signalling pathways, suggesting that it may act as a master regulator of

tumorigenicity and drug resistance in HCC.

Lay Summary

The environment of cancer cells has profound effects on establishment, progression, and
response of a tumour to treatment. Herein, we show that ADAMTSLS, a protein secreted by
liver cancer cells and overlooked in cancer so far, is increased in this tumour type, is
necessary for tumour formation and supports drug resistance. Adamtsl5 removal conferred
sensitivity of liver cancer cells to drugs used in current treatment. This suggests ADAMTSLS5

as a potential marker in liver cancer as well as a possible drug target.

Highlights

o  ADAMTSLS overexpression in HCC is associated with gene body CGI hypermethylation
e ADAMTSLS is strongly expressed in a large fraction of human HCC

e Targeting ADAMTSLS diminishes RTK inputs and interferes with tumorigenicity

e ADAMTSLS confers tumorigenicity to sensitized, non-transformed liver cells

e Targeting ADAMTSLS sensitizes HCC cells to drugs currently used in the clinic



Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fourth-most common cause of cancer-related mortality
worldwide and is growing in incidence.[1-3] It is characterized by a remarkable molecular
heterogeneity among patients, with distinct (epi)genetic modifications and gene expression
profile alterations.[4-6] Globally, 78 percent of liver cancer cases are secondary to chronic
hepatitis B or C infections, most frequently associated with cirrhosis, a chronic disease in
which fibrosis distorts liver architecture and predisposes to HCC.[6] In addition, HCC can be
a sequel of alcoholic liver disease or non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which are
predisposing conditions whose incidence is also growing. While the knowledge of risk factors
will improve likelihood of early diagnosis, current diagnostic methods show limited
sensitivity and specificity, and most patients diagnosed with HCC are already at an advanced
stage.[7] The perils of late diagnosis are compounded by the limited efficacy of current HCC
therapies in patients with advanced-stage disease.[4, 8, 9] Sorafenib and Lenvatinib, which
are first-line drugs, and second-line drugs Regorafenib, Cabozantinib, and Ramucirumab are
the only approved drugs,[10] and they only marginally improve median survival . Moreover,
there exist no a priori indicators of expected patient response to these treatments. Thus, there
is a clear unmet need for identification of new pathways that could be targeted for therapy and
for reliable biomarkers that might enable detection of early stage HCC. As in most cancers,
the tumour microenvironment has a key role in HCC establishment, progression, and response
to therapy.[6] Several microenvironment components affect composition and assembly of
extracellular matrix (ECM), cancer cell interactions with ECM, components of the immune
system, and activity of tumour-associated fibroblasts. Among these are secreted and cell-
surface proteases, and several secreted molecules that associate with and modify the ECM,

called matricellular proteins.[11]



A variety of systems (-omics) approaches have been employed for identifying new disease-
causing pathways and biomarkers. For example, -omics outcomes were used to stratify
patients for their potential response to the available therapeutic options.[8] We recently
applied a systems strategy to identify new regulators of tumorigenesis using a clinically
relevant HCC model, the Alb-R26™* mouse,[12, 13] where we also used in vivo longitudinal
imaging to follow tumour evolution.[14] Among highly-ranked genes emerging from
methylome analysis, we were intrigued by Adamtsl5, a gene not previously linked to cancer. It
encodes a secreted glycoprotein having a bipartite structure, with an N-terminal domain
similar to members of the ADAMTS (A disintegrin-like and metalloprotease domain
containing thrombospondin type 1 motif) protease family, and a C-terminal netrin domain.
Since it lacks the metalloprotease and disintegrin-like domains of ADAMTS proteases, it
lacks catalytic activity.[15] In this regard, it is a unique component of the proteome and could
be regarded as a variant netrin, since like the members of that family, its netrin domain is
located C-terminally. Little is known about ADAMTSLS, other than that it associates with
fibrillin microfibrils formed in cell culture and binds heparin through the netrin domain.[15]
Hence, it could participate in matrix assembly, tissue mechanics, and regulation of fibrillin-
bound growth factors, as well as bind to proteoglycans located at the cell surface or in the
matrix.

Here, we identify a major disease and mechanistic context for this unique molecule, showing
that it is an epigenetically regulated oncogene in HCC, strongly associated with a subset of
human HCC, and more importantly, affecting the efficacy of drugs used to treat HCC. Thus,
the outcomes of this study have potential therapeutic value in HCC and highlight

ADAMTSLS as both a potential HCC biomarker and target.



Materials and Methods

Data and materials availability. The mass spectrometry proteomics data have been

deposited to the ProteomeXchange Consortium (www.proteomexchange.org) via the PRIDE

partner repository with the dataset identifier PXD016634.

AIb-R26™*" mice. The generation of the R26""' mice (international nomenclature
G1(ROSA)26Soy™! Actb-MevEmaty carrving a conditional mouse-human chimeric Mer transgene

into the Rosa26 locus, and the genotyping procedures were previously reported.[16-18]

Human samples. After Institutional Review Board approval, a search in a clinical database
was performed for human HCC cases from 2002 to 2007 (Cleveland Clinic, USA; human
cohort #5). A total of 43 HCC cases were included. Haematoxylin and eosin stained slides
from 10% formalin-fixed paraffin-embedded blocks of these cases were reviewed by a liver
pathologist (D.S.A.). A representative block from the tumour was identified and unstained
slides on positively charged glass slides were generated for additional stains and RNAscope in
situ hybridization. For RT-qPCR analyses, 18 HCC samples from Navarra University (Spain;

human cohort #3) and 16 from Montpellier University (France; human cohort #4) were used.

Detailed methods can be found in the Supplementary Information

10



Results

Adamtsl5 is hypermethylated in its gene body CGI and overexpressed in clinically
relevant HCC mouse models.

Mouse Adamtsl5 has two CpG islands (CGIs), one in the promoter and the other in the gene
body region (Fig. 1A). DNA methylation analyses revealed that Adamtsl5 was consistently
hypermethylated in the gene body CGI in Alb-R26"* HCC compared to control livers,
without a change in the DNA methylation content of the promoter CGI (Fig. 1B). This
alteration was accompanied by an upregulation of Adamtsl5 mRNA, as shown by RNA-seq
analyses (Fig. 1C). Remarkably, treatment of A/b-R26™* mice with a DNA-demethylating
agent (Decitabine) significantly decreased Adamtsl5 expression in tumours, accompanied by a
consistent reduction in the methylation levels of most CpGs within its gene body (Fig. 1D,
S3A, Table S1). Adamtsl5 expression was upregulated in A/b-R26™* tumours both at early
stages of liver tumorigenesis and in advanced HCC compared to controls (wild-type or A/b-
R26™ healthy livers), correlating with increased expression of Afp and Gpe3 (two well-
characterized HCC markers), and MKi67 (a proliferation marker; Fig. 1E). The low levels of
Adamtsl5 we found in the healthy mouse livers was supported by single cell RNA-seq data

from the https://tabula-muris.ds.czbiohub.org/ website,[19] in which Adamtsl5 mRNA

expression was virtually absent in liver cells, similar to Afp and Gpc3, whereas Met was
expressed in a high proportion of hepatocytes (Fig. S1). Low ADAMTSLS levels in human
liver were also observed (Fig. S2).

We analysed ADAMTSL5 mRNA and protein levels in A/b-R26™ tumours compared with
control livers. In situ hybridization analysis by RNAScope revealed a consistent Adamtsl5
mRNA upregulation in 4/6-R26"“ HCC in contrast with adjacent liver tissue, where Adamtsi5

mRNA was not detected (Fig. 1F). Furthermore, immunohistochemical analysis of proximate
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sections showed strong ADAMTSL5 staining in all analysed Alb-R26™* HCC, whereas
ADAMTSLS was not detected in non-tumoral tissue (Fig. 1F). Upregulation of Adamtsl5
mRNA levels was also found in another mouse model of liver tumorigenesis, in which

tumours are generated by hydrodynamic gene transfer of N-Ras®'?”

and Crispr/Cas9 targeting
of p53 (N-Ras®'?P:p53™"; Fig. 1G). These results indicate that Adamisl5 overexpression is not

solely a characteristic of the A/b-R26™* HCC model. However, Adamtsl5 gene body CGI was

GI12D 3null

not hypermethylated in the Ras model (Fig. S3B), suggesting the existence of

pS>
alternative mechanisms of Adamtsl5 upregulation, which are presently unknown. Thus,
upregulation of Adamtsl5 mRNA and subsequent protein production consistently

discriminates HCC from adjacent liver tissue by the early tumorigenic state in at least these

two mouse HCC models.

ADAMTSLS is hypermethylated in the gene body CGI and overexpressed in a large
proportion of HCC patients.

Whereas mouse Adamtsl5 has two CGIs (Fig. 1A), human ADAMTSLS has four CGIs: one in
the promoter and three in the gene body (Fig. 2A). Analyses using HCC expression data from
The Cancer Genome Atlas (TCGA) database (human cohort #1) revealed that ADAMTSLS5
mRNA levels were upregulated in 52% of HCC cases (193/371; Log, fold change>1; Fig.
2B). We also examined the methylation status of ADAMTSLS5 in the subgroup of HCC
patients for which both methylation and expression data were available (41/371 patients).
Strikingly, 86% (18/21) of patients with ADAMTSL5 overexpression displayed
hypermethylation in one of the gene body CGIs (Fig. 2C, Table S2). The incidence of
ADAMTSLS5 CGI gene body methylation in HCC patients was further explored in a second
cohort of 214 human samples (human cohort #2: GSE56588[20]). 55% (112/204) of these

patients shared hypermethylated ADAMTSLS5 gene body CGIs (Fig. S4A, Table S3).
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Importantly, HCC patients with high ADAMTSL5 levels were characterised by a shorter
overall survival and of disease-free interval (Fig. 2D-E).

We found that upregulation of ADAMTSL5 mRNA levels correlated with alcohol intake rather
than with other risk factors such as hepatitis C, hepatitis B, or NAFLD (Fig. 2F, S4B).
Intriguingly, we found Adamtsl5 upregulation also in mice following alcohol consumption
(Fig. S4C), strengthening a possible correlation between ADAMTSLS expression and alcohol
intake observed in human patients. Interestingly, by searching correlations between
ADAMTSLS expression levels and genetic alterations in HCC patients, we observed an inverse
correlation between ADAMTSLS5 expression and the number of mutated genes or
deletions/amplifications (Fig. 2G-H). Additionally, we found a significant difference in
altered genes in the group of patients with ADAMTSLS overexpression compared to the other
two groups (Fig. 21-J, S5, Table S4-5). Intriguingly, Dchsl is a gene predominantly mutated
in ADAMTSLS overexpressing patients (Fig. 21, S5). No correlations were found with a series
of clinical parameters that were analysed (Fig. S6-8). We also examined whether high
ADAMTSLS expression correlated with changes of specific markers generally used to classify
HCC patients[5], which were previously used to characterise the A/b-R26™* HCC model.[12]
No significant differences were found among the three HCC subgroups (Fig. S9A, Table S6).
Although Adamtsl5 mRNA was upregulated in the Alb-R26™" HCC model, which is
characterized by slightly enhanced MET levels, we did not find a correlation between
ADAMTSLS5 and MET levels in the cohort of HCC patients (Fig. S9B). Collectively, these
results indicate that high ADAMTSLS levels distinguish patients with specific mutations and
with a predominant genetic stability, and may thus independently identify a distinct HCC
patient subgroup not already classified by other HCC markers.

Next, we experimentally assessed ADAMTSL5 mRNA levels in human HCC and control

specimens using samples from two independent cohorts (human cohort #3 and #4). RT-qPCR

13



analysis revealed upregulation of ADAMTSL5 mRNA in 50% (9/18) and 44% (7/16) HCCs
compared to adjacent non-tumorous livers (Fig. 3A-B, Table S7), similar to the HCC cohort
from TCGA. Collectively, these findings show that ADAMTSLS is overexpressed in a large
proportion of HCC patients from independent human cohorts. Immunohistochemical analysis
revealed ADAMTSLS protein staining at moderate to high levels in sections from 30/43
analysed HCC patients, compared to adjacent non-tumour tissue (human cohort #5; Fig. 3C,
Table S8). In HCC and adjacent livers, staining for ADAMTSLS and fibrillin-1 (Fig. S10A-
C), a protein previously associated with liver fibrosis, were mutually exclusive.[21] Although
non-tumour regions of the liver were consistently ADAMTSLS5-negative (Fig. 3C), weak
staining was observed in some cirrhotic areas. The diverse staining patterns observed in
ADAMTSLS5-positive tumours included weak, moderate, or intense staining of tumour cells,
intense staining of macrophages bordering necrotic areas and of capillary plexuses in some
tumours, and weak staining in vascular smooth muscle cells (Fig. 3D, S10D). RNAscope in
situ hybridization revealed ADAMTSL5 mRNA expression by tumour cells but not by
macrophages, contrasting with the immunostaining data (Fig. 3D). These observations suggest
that ADAMTSLS protein is secreted by tumour cells in a significant proportion of analysed

HCC tumours, and undergoes subsequent uptake by macrophages.

ADAMTSLS is required for tumorigenic properties of HCC cells.

We generated AIb-R26™" HCC cell lines from distinct tumours[12] (Fig. 4A), which
reproducibly showed high mRNA and protein levels of ADAMTSLS (Fig. 4B, S11A).
Consistent with reported secretion by cells,[15] ADAMTSLS was detected in the conditioned
medium of AIb-R26"" HCC cells (Fig. 4B). The consistent expression in A/h-R26™* HCC
cells prompted us to explore whether ADAMTSLS influences HCC cell tumorigenic
properties. Adamtsl5 expression was reduced by shRNA targeting sequences in A/b-R26™*

HCC cells (Fig. 4C, S11B-E), which led to a striking switch in cell morphology from
14



epithelial-like to fibroblast-like, and loss of ZO-1 and E-Cadherin expression (Fig. 4D; S11F-
H).

We assessed whether the fibroblast-like shape acquired by HCC cells following Adamtsl5
targeting corresponded to an epithelial-mesenchymal transition (EMT) or to the acquisition of
a “fibroblast-like” identity, by following the expression levels of specific markers through
RT-qPCR. HCC™™ %™ ¢ells, while losing Cdhl (E-cadherin) expression, gained only the
expression of one mesenchymal marker, Snail, but not of Cdh2 (N-Cadherin), Vim
(Vimentin), Slug, Zebl, Zeb2, and Twistl (Fig. 5A, S12A-S13). Concerning the TGFp
pathway, beside a slight increase in the expression of 7gfbl and Tgif2 (and Snail), we
observed similar levels of Smad2 and MtssI (beside Twistl, Vim, CD44; Fig. 5B, S12B-S13)
and a similar response to TGFB1 stimulation in HCC™%™ and control cells (Fig. S12G).
Interestingly, HCC™ %™ ¢ells acquired expression of fibroblast markers, such as a-Sma,
Fspl and Fbnl (Fibrillin-1; Fig. 5C, S12C-S13). We further explored the fibroblast-like
identity and found that HCC™%™5 cells acquired expression of Col3al, Collal, Pcolce,
which are markers of scar-associated mesenchymal cells (SAMes), while losing Krt/9
expression (Fig. 5B, S12E-S13). Furthermore, HCC"%™5 ¢els lost expression of Afp (HCC
marker) as well as of PromI, Epcam, and Cdhl (considered as cancer stem cell markers; Fig.
5D-F, S12D-F-S13). Collectively, these results indicate that loss of Adamtsl5 expression in
HCC cells confers molecular/morphological fibroblast-like characteristics rather than
triggering a bona fide EMT.

Functionally, we found that Adamtsl5 downregulation interfered with the ability of A/b-R26"
HCC cells to form colonies in anchorage-independent assays (Fig. 6A-B, S14A) and tumour
spheroids upon growth in self-renewal conditions (Fig. 6C), yet without major changes in cell
viability (Fig. S14B). HCC™¥*™5 cells migrated to a greater degree (Fig. S14C-E),

consistent with the acquired fibroblast-like morphology (Fig. 4D), although they were not as
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invasive as controls (Fig. S14F-G). Interestingly, the ability of HCC™ ™" cells to form
colonies and tumour spheroids, but not their morphological change, was significantly restored
when they were exposed to conditioned medium from HCC cells overexpressing human
ADAMTSLS (Fig. 6D, S15).

Next, we assessed ADAMTSLS5 expression and requirement in human HCC cell lines.
Analysis of RNA-seq data from a panel of human HCC cells[22] revealed consistently high
ADAMTSLS levels in all cell lines (Fig. 6E). RT-qPCR and western blot studies performed on
a subset of these human HCC cells showed consistent ADAMTSLS expression, although at
variable levels (Fig. 6F, SI6A). We assessed the ADAMTSLS requirement of human HCC
cells by silencing it by shRNA in three HCC cell lines, SNU449, MHCC97H, and HLF.
ADAMTSLS5 downregulation hampered the ability of these cell lines to form colonies in
anchorage-dependent or -independent growth assays (Fig. 6G-1, S16B-E). Collectively, these
findings demonstrate that ADAMTSLS expression is necessary for HCC cells to achieve their

full tumorigenic properties in vitro.

ADAMTSLS is required for tumorigenic properties of HCC cells in vivo and its
overexpression is sufficient to transform sensitized hepatocytes.

Next, we investigated whether ADAMTSLS5 expression is a requirement for HCC cells
tumorigenicity in vivo using xenografts. A/b-R26™" HCC and AIb-R26™* HCCMA®™5 cells
were injected subcutaneously into the flank of nude mice and tumour formation was followed
over time. Compared to controls, HCC™"%™¥ cells showed a striking reduction in tumour
size and the percentage of animals that developed tumours (Fig. 7A-C). Additionally, we
assessed the requirement for ADAMTSLS in an experimental setting that recapitulated the
liver tumour environment by performing orthotopic injections of Alb-R26™* HCC™"“™™! and

HCC™A4mSE cols intra-hepatically in mice. Remarkably, in contrast to controls, HCCSA%ms5

16



cells did not form tumours (Fig. 7D, E), consistent with reduced in vitro tumorigenicity, loss
of Afp and cancer stem cell marker expression (Fig. 5-6).

Next, we asked whether ADAMTSLS5 overexpression would confer tumorigenicity to cells
otherwise incapable of forming tumours. For this purpose, we chose a cellular context in
which enhanced wild-type MET RTK levels, although not sufficient on their own, provide a
sensitized genetic background for testing cooperativity with another pro-tumorigenic hit (Fig.
7F).[23] Whereas immorto-R26™" hepatocytes did not form tumours in immuno-
compromised mice, human ADAMTSL5 overexpression conferred in vivo tumorigenicity to
these cells (Fig. 7G-I). Collectively, these in vivo studies underline the oncogenic properties

of ADAMTSLS in HCC.

ADAMTSLS expression correlates with high dosage of several oncogenes relevant to
HCC.

We performed mass spectrometry for unbiased comparison of the secretome of HCC"“°™!
and HCC™A®™SE cells. Excluding ribosome-related proteins frequently detected in such
analyses, we found 614 proteins with differential abundance in the two secretomes: 348

upregulated and 266 downregulated in HCC™A%ms!

cells compared to controls (Fig. 8A-B,
Table S9). According to the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database,
several cancer-related pathways were significantly enriched, such as axon guidance
(frequently overrepresented in cancer), ECM-receptor interaction and adhesion components,
proteoglycans and glycans (Fig. 8C, Table S9). These pathways appear to be consistent with
ADAMTSLS effects on cell morphology and tumorigenicity, and indicated that loss of
tumorigenicity following Adamtsl5 knock-down was accompanied by depletion of several
oncogenic signals. We selected some proteins for biochemical assessment in the secretomes

and cell lysates of HCC™"“"™! and HCC™ ™ ¢ells (Fig. 8D, S17A). We found a striking

reduction of the RTK MET extracellular domain in the medium and of full-length MET in
17



HCCHAMSE el lysates (Fig. 7D-E, S17E). Protein levels of EPHA2 and EPHA4, two other
RTKs also implicated in HCC,[24, 25] were reduced (although levels of a smaller band
detected with an EPHA4 antibody in cell lysates were increased; Fig. 8D-E, SI17E).
Additionally, UNC5B (a netrin-receptor, which is a prognostic marker of HCC; Fig. S17B)
and LPHN3 (Latrophilin3, which interacts with UNC5B and regulates cell adhesion[26]),
each a trans-membrane protein, were less abundant in the secretome of HCCS ™5 cells, but
remained unchanged in cell lysates (Fig. 8D-E). Furthermore, we found a reduction of cleaved
products of FAT1 (which acts as an oncogene in HCC[27]) in the medium, likely resulting
from extracellular shedding [28] (Fig. SI7C-D). We also detected an upregulation of biglycan
(a small leucine-rich repeat proteoglycan) and Sulf-2 (an extracellular modulator of heparan
sulfate that modifies binding sites for signalling molecules) in HCC™"A%™" cels (Fig. 8D-E,
S17E). Remarkably, in HCC™"%™5 ¢ells we found a striking upregulation of AXL (Fig. 8D-
E, S17E), a RTK whose upregulation is frequently associated with drug resistance in several
tumour types,[29] including HCC response to Sorafenib.[30] Next, we asked whether the
changes in protein levels observed occurred at a transcriptional level. RT-qPCR analyses
revealed no transcriptional alteration in Met, EphA2, Unc5B, and Lphn,, whereas Bgn, Sulf2,
and Ax/ were upregulated and EphA4 was downregulated (Fig. 8F). Intrigued by the
remarkable reduction of levels of RTKs relevant to HCC, we analysed the expression and
phosphorylation levels of other RTKs with essential roles in HCC tumorigenicity and
resistance to treatment. Besides a strong downregulation of MET expression and

phosphorylation in HCC™AdmsSS

cells, we found reduced phosphorylation of EGFR,
PDGFRB, and IGF1Rp (Fig. 8G, Fig. SI7E). Moreover, while the protein levels of EGFR and
IGFIRB were unchanged, PDGFRJ protein levels were increased (Fig. 8G, Fig. S17E),
similarly to its mRNA (Fig. 8H). Consistent with the loss of MET and EGFR

phosphorylation, two main upstream regulators of GABI, we observed downregulation of
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GABI1 phosphorylation (Fig. 8G, Fig. S17E). Additionally, we found depletion of FGFR4
(Fig. 8G-H), another key RTK in HCC.[31] Collectively, these findings suggest that
ADAMTSLS may act as a master regulator of tumorigenicity by affecting oncogenic

signalling.

ADAMTSLS depletion sensitizes HCC cells to drugs used for HCC treatment in the
clinic.

The severe depletion of several RTKs relevant to tumorigenicity and resistance of HCC cells
to drugs used for HCC treatment in the clinic prompted us to explore whether ADAMTSLS
downregulation influenced HCC cell sensitivity to these drugs. The AIb-R26™* HCC cellular
system was particularly appropriate for addressing this question because of its resistance to
Sorafenib, which was previously reported.[12] We compared the sensitivity of HCCSAd%mtt
and control cells to several multi-kinase inhibitors: Crizotinib, Lenvatinib, Regorafenib, and
Sorafenib. Because of the striking upregulation of AXL observed in Adamtsl5-downregulated
cells, we also assessed the effects of Bemcentinib, an inhibitor of AXL (Table S10).
HCC™"™! cells were either totally resistant (Lenvatinib) or displayed limited sensitivity

when drugs were used at high dosage (Fig. 8I). In contrast, HCCS"Admtsh>

cell viability was
significantly decreased when cells were exposed to Crizotinib, Lenvatinib, Regorafenib, and
to a lesser extent, to Sorafenib (Fig. 8I). Remarkably, Bemcentinib treatment drastically
interfered with HCCS"4™5 ce]] viability whereas no effect was observed in control cells
(Fig. 8I). Overall, our results illustrate that ADAMTSLS targeting in HCC cells leads to a

profound alteration of several oncogenic inputs such as those linked to RTKs, and confers

sensitivity to clinically relevant drugs.
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Discussion

Lack of efficient therapies for HCC provides a strong incentive for seeking new disease
pathways and more reliable biomarkers, notably those that can be used for diagnosis of early
stages of HCC. Biomarkers for early detection and patient stratification will be even more
important in the future, when additional first- and second-line therapies for liver cancer may
become available. Here, we identified ADAMTSL5 upregulation in a large percentage of HCC
patients from several independent cohorts: according to RNA-seq data or our RT-qPCR
analyses, ranging from 44 to 52% of human HCC patients; according to
immunohistochemistry analysis, 70% of HCC patients. Adamtsl5 upregulation was
reproduced in the AIb-R26™* HCC model and importantly, its increased expression was
already evident during early liver tumorigenesis. Adamtsl5 upregulation was similarly
detected in N-Ras“"*’:p53™" mouse liver tumours, indicating that its overexpression is not
restricted to a single genetic trigger during mouse tumorigenesis. We have shown, both in
mouse and human tumours, that augmented ADAMTSLS5 expression correlates with
hypermethylation of its gene body CGI, an epigenetic mechanism that we recently reported to
be involved in the regulation of oncogene expression.[13] Thus, our data suggest that
hypermethylation of gene body CGI is predictive, although not exclusively, of high
ADAMTSLS expression in HCC. While these data require further validation in large patient
cohorts, they imply a potential clinical significance of ADAMTSL5 upregulation in a subgroup
of patients and might qualify ADAMTSLS as a potential HCC biomarker. Interestingly, in
situ analysis indicated that ADAMTSLS5 was produced by HCC cells in the 4/b-R26"* HCC
model, as well as in roughly half of human HCC cases. In agreement with the described
heterogeneity of HCCs and with mRNA expression observed in about half of the cases
annotated by TCGA, we found that a significant proportion of human HCC samples stained

negative for ADAMTSLS. However, one caveat of analysing biopsies, either for RNA content
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or by staining, is that of sampling variability, i.e. samples may come from ADAMTSLS5-
negative areas of heterogeneous, often multifocal tumours that may contain expressing cells
elsewhere. Therefore, it is noteworthy that as a secreted protein, ADAMTSLS is a potential
candidate biomarker that is accessible through liquid biopsy. Indeed, liquid biopsy can
overcome limitations of tissue biopsy, since it is expected to represent the entire molecular
picture of a patient’s malignancy. Future studies will determine if measuring plasma
ADAMTSLS levels and/or hypermethylation of the gene body ADAMTSLS5 CGI in circulating
cell-free DNA could be useful as a HCC biomarker. It will also be important to ascertain if
human HCC can be stratified by ADAMTSLS status to uncover histological, precancerous or
risk associations, which may contribute to a better-informed choice of therapeutic options.

We illustrated by a series of in vitro and in vivo assays that increased levels of ADAMTSLS
are associated with tumorigenic properties of HCC cells. Indeed, ADAMTSLS targeting
interfered with HCC cell anchorage-dependent and -independent growth, tumour spheroid
formation and with orthotopic and subcutaneous xenograft growth. The oncogenic function of
ADAMTSLS is further supported by our data showing that its overexpression conferred
tumorigenicity to sensitized, non-transformed liver cells. Collectively, these results indicate
that ADAMTSLS, which is produced by HCC cells, may be a key factor determining their
tumorigenicity. Of note, the secreted ADAMTSLS acts in a non-cell autonomous fashion, as
demonstrated by the partial restoration of the phenotype of HCC™%™5 cells by the
conditioned medium of cells over-expressing ADAMTSLS. Importantly, since the secretome
of ADAMTSLS-expressing cells is profoundly altered, it is thus possible that some of its
oncogenic effects are indirect.

Interestingly, increased ADAMTSLS5 methylation was recently reported in chemotherapy-
resistant acute lymphoblastic leukaemia patients.[32] However, neither the genomic location

of such hypermethylation nor the consequences for ADAMTSLS5 expression in acute
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lymphoblastic leukaemia patients have been investigated. In addition, recent studies
implicated ADAMTSLYS in pathologies other than cancer.[33]

In summary, we have shown that ADAMTSLS5, which is overexpressed in a significant
proportion of HCC patients, has an essential role in HCC pathogenesis. Our results suggest
that ADAMTSLS is a potential master regulator of HCC, acting upstream of several key
oncogenic pathways, including RTKs, such as MET, EGFR, GAB1, PDGFRp, IGF1Rp, and
FGFR4. Intriguingly, ADAMTSLS targeting results in decreased activation of several RTK
signals, irrespectively on changes of their protein levels. Strikingly, ADAMTSLS depletion
gives rise to a dramatic increase of AXL. It is tempting to speculate that upregulation of AXL
may occur in response to loss of several other RTK inputs. This interpretation is supported by
the acquired vulnerability of HCC™PAMISES 4 AXL inhibition, suggesting a novel
therapeutic strategy for a defined subset of HCCs. From a general perspective, a number of
RTK-targeting drugs are now available and our results suggest that some could be repurposed
for treating ADAMTSL5-overexpressing HCC, especially when used in combination with

agents targeting ADAMTSLS, which remain to be developed.
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Figure Legends

Fig. 1. Adamtsl5 is hypermethylated in the gene body CGI and overexpressed in A/b-
R26™ tumours compared with control livers. (A) Schematic representation of the mouse
Adamtsl5 locus (blue: exons; CGlIs: green). (B) Methylation levels of the Adamtsl5 gene body

6" tumours. Note significantly higher

and promoter CGlIs in control livers and Alb-R2
Adamtsl5 methylation levels in gene body CGI in A/b-R26™* tumours, with no change in the
promoter CGI. (C) Adamtsl5 mRNA levels in AIb-R26™" tumours versus controls. (D)
Methylation levels of CpGs within the Adamtsl5 gene body CGI (left) and Adamtsl5
expression levels (right) in tumours dissected from A/b-R26"* mice untreated (red) or treated
with decitabine (green). (E) mRNA expression levels of Adamtsl5, Afp, Gpc3 (two HCC

6" early

markers), and Mki67 (proliferative marker). Note Adamtsl5 upregulation in A/b-R2
tumours (smaller than 3mm) and HCC. (F) Adamtsi5 mRNA (left) and protein (right) in A/b-
R26™" tumours versus adjacent control livers. (G) Increased Adamtsl5 mRNA levels in N-

1l . . ..
Ras®"?P:p53™" mouse tumours versus adjacent livers. n.s..not significant; *:P<0.05;

**:P<0.01; ***:P<0.001 (Mann-Whitney: B,C,E,G,H; Kruskall-Wallis: D).

Fig. 2. ADAMTSLS5 expression correlates with hypermethylated gene body CGIs and
with a worse prognosis in human HCC. (A) Scheme of the human ADAMTSLS5 locus (blue:
exons; CGlIs: green). (B) ADAMTSL5 mRNA levels in HCC patients (cohort #1). (C)
ADAMTSLS5S mRNA (middle) and methylation (bottom) levels in HCC patients. Bottom:
Hypermethylated CGI (black line) in the ADAMTSLS5 promoter and gene body in the
corresponding patients. Note hypermethylated gene body CGls in most HCC patients with
ADAMTSLS5 overexpression (86%, 18/21). (D-E) Kaplan-Meier curves reporting the
probability of the overall survival (D) and disease-free interval (E) according to ADAMTSLS
levels. (F) Diagram reporting the presence (blue line) of major HCC risk factors. HCC

patients with higher ADAMTSL5 mRNA levels showed a significant, although not exclusive,
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association with alcohol consumption. (G-H) Number of mutated genes (G) or
deletions/amplifications (H) according to ADAMTSLS levels (cohort #1). (I) Heatmap
reporting genes mutated only in one or two groups corresponding to ADAMTSLS5 levels,
taking into consideration the top 10 ranked positions determined by the percentage of patients
carrying mutations in the indicated genes. Red and green: upper and lower gene ranking
(corresponding to high and low percentage of patients), respectively. White: absence of
mutations in patients. On the right, 7P53 and CTNNBI (among the most frequently mutated
genes) are also reported. (J) Heatmap reporting genes with copy number alterations in the
HCC patient subgroups corresponding to ADAMTSLS levels, taking into consideration the top
10 ranked positions determined by the percentage of patients carrying genetic alterations of
the indicated genes. Detailed information about altered genes in the three groups are reported
in Figure S5 and Table S4-5. Two-way ANOVA followed by Tukey multiple comparison:
statistical significance between UP versus DOWN groups, DOWN versus NO CHANGE (I);
between UP versus DOWN groups, UP versus NO CHANGE, DOWN versus NO CHANGE

(J). P<0.0001.

Fig. 3. ADAMTSLS5 upregulation and ADAMTSLS localization in human HCC patient
cohorts. (A-B) ADAMTSLS mRNA upregulation in HCC samples versus adjacent non-
tumorous liver (cohort #3: 50%; cohort #4: 44%). (C) Immunohistochemical analysis revealed
strong ADAMTSLS levels in HCC regions, but not adjacent non-tumorous liver.
ADAMTSLS staining was localized to HCC cells and to macrophages in necrotic areas. (D)
ADAMTSLS protein and mRNA in proximate HCC sections. Note ADAMTSL5 RNA
expression in HCC cells (arrowheads), but not in macrophages (arrows). ADAMTSLS protein

in macrophages indicates its possible uptake by these cells during clearance of necrotic areas.
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Fig. 4. ADAMTSLS is expressed in AIb-R26™" HCC cells and its downregulation leads to
a switch from epithelial- to fibroblast-like characteristics. (A) Scheme of Alb-R26M
HCCHA®MSE o]l generation. (B) ADAMTSLS protein levels in cell lysates and in
conditioned medium (CM) of HCC3, HCC13, and HCC14. CM from untransfected HEK cells
or HEK cells transfected with a human ADAMTSL5 (hA) was used as the control. (C) Down-
regulation of ADAMTSLS5 protein levels in A/b-R26M“ HCC13™"! (cntr) and
HCC135MA4m1 oolls (four clones). Two different Adamisl5 shRNAs were used (sh3 and shl).
Equal loading is shown (Ponceau). (D) Immunofluorescence showing loss of ADAMTSLS,
ZO1, and E-Cadherin in Alb-R26"*" HCC13™4%™" cells versus controls. HCC13¥4%™H

cells acquired a fibroblast-like phenotype.

Fig. 5. ADAMTSLS downregulation in HCC cells leads to a switch in the expression of
several cellular markers. mRNA levels of the indicated genes in Al/b-R26™* HCCS" ™!
(cntr) and HCCAdmsBcons37 T gh3 7y cells.  Genes correspond to markers of
epithelial/mesenchymal cells (A), TGFB pathway (B), fibroblasts (C), HCC (D), fibroblast
subtypes (E), cancer stem cells (F). *:P<0.05; **:P<0.01; ***:P<0.001 (Student t-test).
Heatmaps report downregulated (green), upregulated (red) and unchanged (black) mRNAs, or
no expression (grey). Values are reported as Log, fold change of expression levels in

HeCshAdamis_clone3.7 o hared to controls (complementary data: Figure S12-S13).

Fig. 6. ADAMTSLS is required for in vitro tumorigenic properties of mouse and human
HCC cells. (A-B) Reduced colony formation by A/b-R26™ HCC™%™B ¢ells in anchorage-
independent growth assays. Note significant restoration of tumorigenic properties after
exposing HCC™A4™S5 cells to the HCC secretome with overexpressed hADAMTSLS
(CM+hA). (C) Numbers of tumour spheroids formed by HCC13*4%™5 ¢cells and controls.

(D) Rescue of tumour spheroid formation upon exposing HCC1344™S5 cells to a HCC
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secretome with hADAMTSLS overexpression (CM+hA). (E) ADAMTSL5 mRNA levels in a
panel of human HCC cells, based on data from [22]. (F) ADAMTSLS protein levels in
conditioned medium and cell lysates (HCC13 cells used as controls). (G-1) ADAMTSLS5
downregulation in SNU449 cells and its effects on cell tumorigenicity. (G) Protein levels in
conditioned medium of SNU449 cells carrying a shRNA targeting sequence (shl or sh2)
versus controls. Equal loading is shown (Ponceau). (H) Numbers of colonies formed by
SNU4493A4m5 6olls in anchorage-dependent growth assays. (I) Photographs and graphs
reporting colony numbers and colony size formed by SNU449%"4%™5 colis in anchorage-
independent growth assays. *:P<0.05; **:P<0.01; ***:P<0.001 (Student-t test: A; one-way

ANOVA: B,C,D; Mann-Whitney: H,I).

Fig. 7. ADAMTSLS5 expression confers tumorigenic properties to cells in vivo. (A-C)
Images of dissected tumours (A) and quantification of mean tumour volume over time (B) and
at 8 weeks (C) in mice injected subcutaneously with A/b-R26™* HCC13 and HCCAdmsS
cells. In (C), grey dots correspond to tumours dissected earlier than 8 weeks for ethical
reasons. (D-E) Images of dissected livers (arrows indicate tumours) and quantification of
tumour volume at 5 weeks following orthotopic injection with 4/b-R26™ HCC13*"“°™°! and
HCCMAMMSE olls. (F) Scheme reporting the establishment of immorto-R26™ sensitized
hepatocytes without and with human ADAMTSLS (h-ADAMTSLS) expression (immorto-
R2 6Met h ep a'overADAMTSLS

). (G-I) Images of mice (G), quantification of mean tumour volume

over time (H) and at 11 weeks (I) in mice injected subcutaneously with immorto-R26™

overADAMTSLS overADAMTSLS)

control hepatocytes (hepa) and immorto-R26™ hepatocytes (hepa’

Arrows indicate tumours. *:P<0.05; **:P<0.01; ***:P<0.001 (Mann-Whitney test).

Fig. 8. ADAMTSLS downregulation leads to suppression of several oncogenic signals in

HCC cells. (A-B) Volcano plot (A) and heatmap (B), reporting proteins found significantly
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downregulated or upregulated in the secretome of Alb-R26M HCChAdamislS_clone37

compared
with HCC*™“*™™! ¢cells. Orange dots in (A) correspond to proteins biochemically validated by
western blots. (C) Enrichment KEGG pathway for differentially abundant proteins in the
secretome of HCCSMAdmsb_clone-7 on g HCC"“om! cells. (D) Graphs reporting the values from
mass spectrometry analysis for the biochemically validated proteins (shown in E). 5
independent biological replicates each with 3 experimental replicates were used. Some of the
proteins were undetectable because of low levels. (E) Protein levels in the secretome and cell
lysates of HCC™ ™! (cntr) and HCCSMA%RmEdone3.7 (sh3 7) cells. For secretome analysis,
samples were normalized to protein in cell lysates. (F) mRNA levels of the indicated genes.
(G) Protein expression and phosphorylation levels. E and G: quantifications in Table S10D.
(H) mRNA levels of the indicated genes. (I) Cell viability in the absence (NT) or in the

presence of the indicated drugs. ns.: not significant; *:P<0.05; **:P<0.01; ***:P<0.001

(student t-test: D,F,H; two-way ANOVA: I).
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Highlights

ADAMTSLS overexpression in HCC is associated with gene body CGI hypermethylation
e ADAMTSLS is strongly expressed in a large fraction of human HCC

e Targeting ADAMTSLS diminishes RTK inputs and interferes with tumorigenicity

e ADAMTSLS confers tumorigenicity to sensitized, non-transformed liver cells

e Targeting ADAMTSLS sensitizes HCC cells to drugs currently used in the clinic



Discussion et perspectives

Au cours de mon travail de these j’ai étudié I'impact de l'intensité de signalisation sur la
croissance et la diversité clonale des tumeurs hépatiques. Dans ce contexte, il est intéressant de

s’interroger sur la vision conceptuelle des voies de signalisation.

Les premicres observations suggérant que les cellules communiquent entre elles via la sécrétion
de composées « messagers » vient de Claude Bernard, qui en 1855 fait mention de « sécrétions
internes », qui diffusent dans la circulation sanguine pour induire une réponse sur les cellules
distantes (Nair et al., 2019). Des années plus tard, ces messagers seront qualifiés d’hormones, et
C’est au court du XXéme siecle que plusieurs découvertes permettent d’identifier les étapes clés
de la communication cellulaire. En particulier, ’équipe d’ Earl W. Sutherland montre que
I'adrénaline et le glucagon se lient aux récepteurs des cellules musculaires pour induire la
production d’un second messager 'AMPc  (Sutherland and Rall, 1957). Par la suite, furent
découvert les mécanismes intracellulaire d’amplification du signal par les protéines kinases et la
régulation de lexpression des geénes par les facteurs de transcriptions. L’ensemble de ces
découvertes ont mené a la premicre vision conceptuelle des voies de signalisations. Selon cette
derniére, la transmission de signal se fait a partir de la sécrétion d’une molécule de signalisation
qui se fixe spécifiquement a un récepteur cellulaire. Cette interaction induit alors I'activation d’un
second messager intracellulaire dont le signal est ensuite amplifié par une cascade de signalisation,
aboutissant a I'expression de genes cibles initiateurs de la réponse biologique (Alberts et al.,
2002). En parallele, des équipes ont mis en évidence les relations entre de nombreuses
pathologies et les perturbations de ces voies de signalisation, notamment dans le cadre du cancer.
Le premier exemple est la découverte de la protéine responsable de la transformation
oncogénique qui provient du virus du sarcome de Rous (Stc), qui active des voies de
signalisations en phosphorylant plusieurs protéines au niveau de leur résidus tyrosines (Hunter
and Sefton, 1980). Certain de ces travaux ont aboutis au développement de thérapies ciblées
visant a éteindre les voies de signalisation dont dépendent les cellules tumorales. Par contre, ces
drogues sont rarement efficaces sur le long terme et provoquent I'apparition de résistances, dont
la compréhension de mécanismes a emmené a complexifier la vision de la signalisation. Par
exemple, les inhibiteurs de d'un mutant oncogénique de BRAF inhibent les boucles de

rétrocontroles de la voie MAPK, ce qui induit sa réactivation contradictoire (McKay et al.,
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2011b). En parallele, ce traitement provoque aussi I'activation d’autres voies en aval de RAS,
comme celle de PI3K/AKT (Villanueva et al., 2010). Par simplification, les voies de signalisation
sont souvent représentées de fagcon linéaire, mais il s’agit en réalité d’un réseau complexe
d’interactions avec d’autres voies. De plus, leur activité est controlée par de nombreuses boucles
de régulation positives et négatives, qui déterminent la durée et I'intensité de la signalisation
(Lemmon et al., 2016). Dans mon projet, je me suis intéressé a ces problématiques dans le cadre

de la signalisation RAS/MAPK.

| — Sélection d’un niveau optimal de signalisation RAS/MAPK

II a été montré que la modulation de la durée et de lintensité d’activation de la
signalisation RAS est importante pour la régulation des mécanismes biologiques en conditions
physiologiques (Murphy and Blenis, 2006). Par exemple, la stimulation des cellules PC12 avec le
NGF induit une forte activation de la voie MAPK qui provoque la différenciation des cellules en
neurones (Dikic et al., 1994; Traverse et al.,, 1994). Par ailleurs, la stimulation par TEGF ou par
I'insuline maintient ’état indifférencié et prolifératif de ces cellules en induisant qu’une activation
transitoire de la voie MAPK. Le dosage et l'activation de RAS a également été décrit comme
ayant différentes conséquences sur la transformation oncogénique (Li et al., 2018). L’origine de
cette affirmation vient du fait qu’un dosage excessif de RAS oncogénique induit I'arrét de la
prolifération et I'induction de la senescence (Sarkisian et al., 2007; Serrano et al.,, 1997). Ce
mécanisme ne peut étre contourné qu’a la suite de la perte des suppresseurs de tumeurs p16™
ou p53. L’induction de la sénescence oncogénique par RAS a été élégamment illustré dans une
¢tude ou les auteurs modulent le niveau d’expression de KRAS en remplacant les codons de sa
séquence (Pershing et al., 2015). La séquence de KRAS contient une grande proportion de
codons rares, ce qui limite Pefficacité de sa traduction. A Tinverse, la séquence de HRAS est
majoritairement constituée de codons communs ; son niveau protéique est donc plus élevé que
celui de KRAS. Les auteurs ont alors augmenté le niveau d’expression de KRAS en développant
un modéle de souris ot 'exon 3 de HRAS est inséré dans la séquence de KRAS (KRAS®P). De
maniére intéressante, les souris KRAS™® traitées a l'uréthane, qui provoque des mutations
KRASU!/R développent moins de tumeurs pulmonaires que les WT. Cette inhibition de la
croissance tumorale s’accompagne d’une augmentation de I'expression de p16 dans les cellules
KRAS™P  indicative de la sénescence oncogénique. A Tinverse, il a été montré qu’une faible
activation de la signalisation RAS n’est pas toujours suffisante pour induire I'oncogenése. Par
exemple, une équipe a mis au point un modele de souris exprimant d'une fagon ubiquitaire un

allele muté de KRAS®? (Guerra et al., 2003). Ces souris développent des tumeurs broncho-
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alvéolaires aprés 8 mois. Toutefois, et ceci malgré la présence de 5 a 15% de cellules KRAS®™Y

positives dans le foie, les reins, les testicules, le derme, le cerveau, le pancréas et 'intestin, ces
tissus restent normaux et ne présentent pas de signe d’expansion néoplasique. Cette étude montre
que des niveaux faibles de RAS muté sont dans ces cas insuffisants pour induire la transformation
oncogénique. De plus, ce seuil d’activation semble étre dépendant du contexte cellulaire car
Pactivation présentée ici est suffisante pour induire la tumorigenése pulmonaire. Dans leur
ensemble ces études montrent qu’il existe une fenétre d’activation optimale pour que la
signalisation RAS puisse opérer son role oncogénique. D’autres études soulignent que les
variations du dosage oncogénique au sein de cette fenétre optimale sont aussi susceptibles
d’induire des différences phénotypiques. Par exemple, il a été montré qu'un dosage élevé de RAS
oncogénique était associé a une augmentation de la capacité métastatique des cancer du pancréas
(Mueller et al,, 2018); ou a la transition vers un métabolisme glycolytique pour les cancer
pulmonaires (Kerr et al.,, 2016). Ces observations suggerent que les variations intratumorales du

dosage oncogénique de RAS constituent une source potentielle d’hétérogénéité fonctionnelle.

Nos résultats expérimentaux indiquent également qu’iz vivo une importante sélection
s’opere pour les cellules dont le dosage oncogénique se situe dans une fenétre d’expression
qualifiée d’optimale. Il est intéressant de s’interroger sur les mécanismes moléculaires induisant

cet avantage sélectif.

Il a été montré que la persistance de la forme sauvage de RAS dans le contexte de
l'expression de sa forme oncogénique limite P'activation de ERK et que l'allele sauvage est
fréquemment perdue au cours du développement tumoral (Zhang et al., 2001) Une étude a
montré que antagonisme de RAS sauvage vis-a-vis de RAS muté disparait lorsque une mutation
de la protéine la rend incapable de former des homo-dimeres (Ambrogio et al.,, 2018b). Il est
donc possible que dans notre modéle expérimental ot les cellules contiennent un faible niveau de
RAS oncogénique (RAS"Y), les formes sauvages de la protéine limitent l'activation de la voie en
formant des dimeres avec RAS muté. A linverse, quand le nombre de copies de RAS muté
augmente cet effet devient négligeable. Nous notons cependant que ce mécanisme hypothétique
ne semble pas pleinement actif, car méme ce faible niveau de I'expression de Ras muté aboutit au

changement du profil de l'expression génique dans notre modele.

Il est a noter que malgré l'activation constitutive de RAS, les protéines situées en aval
restent sensibles aux boucles de rétrocontrole négatives, qui peuvent affecter la transmission du
signal. Par exemple, il a été montré que l'activation de ERK dans le noyau induisait 'expression

de DUSP5, une phosphatase nucléaire qui inhibe ERK et le séquestre dans le noyau (Kidger et
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al., 2017). La rétention de ERK dans le noyau libére sa boucle de rétrocontrole sur RAF, ce qui
favorise alors Iactivité cytoplasmiques de ERK. D’autres études, suggerent que les phosphatases
impliquées dans les boucles de rétrocontrole négatifs peuvent aussi avoir un réle pro-
oncogénique (Kidger and Keyse, 2016). Notamment, la surexpression de DUSP6 dans des
cellules de glioblastomes réduit leur potentiel prolifératif, mais augmente leur phénotype
migratoire et leur capacité a former des colonies en soft agar (Messina et al., 2011). II est donc
envisageable que dans notre modele un niveau élevé de RAS activé augmente la capacité de ERK
a agir sur ses substrats cytoplasmiques, ou bien induit Pexpression de genes affectant le
phénotype des cellules. Bien que nos données transcriptomiques indiquent qu’un niveau élevé de
RAS régule I'expression de geénes en lien avec la signalisation MAPK, elles ne nous permettent
pas de conclure sur un effet exclusif de cette voie de signalisation sur 'avantage sélectif observé
vivo. Parmi les effecteurs de RAS, plusieurs ont aussi un role oncogénique établis (Mott and
Owen, 2015). Ces autres voies de signalisation situées en aval de RAS sont donc également
susceptibles d’étre impactées par 'augmentation de dosage oncogénique. L’augmentation du
nombre de copies de RAS recrutées a la membrane peut lui permettre de lier une plus grande
diversité de substrats. Pour appréhender la question de l'importance de la voie MAPK/ERK dans
le phénotype tumoral in vivo, nous avons prévu de traiter nos animaux avec des inhibiteurs de

RTK utilisé en clinique (Sorafénib) et un inhibiteur de MEK (Tramétinib).

Il — Impact de I'environnement sur la sélection sous-clonale

Nous avons montré que 'injection intrahépatique de cellules BMEL transformées par HRASS#

induisait une carcinose péritonéale massive. Le processus métastatique mutli-étape inclus la
migration des cellules tumorales, qui est suivie de leur intravasation puis l'extravasation de la
circulation sanguine et/ou lymphatique, aboutissant ainsi en la colonisation d’un site distant
(Chitty et al., 2018). Dans notre cas, il faut noter que la procédure chirurgicale facilite la fuite ou
I’évasion des cellules dans la cavité péritonéale. Nos efforts pour quantifier cette fuite au moment
de I'injection nous ont permis d’estimer que moins de 1% des cellules injectées se retrouvaient en
suspension dans la cavité péritonéale. Ces tumeurs sont donc probablement issues de la faible
fuite au moment de Iinjection, possiblement additionnée de l'essaimage de quelques cellules
depuis la tumeur primaire, sans qu'on puisse estimer la participation relative de deux
phénomenes. Bien que I'ensemble des étapes du processus métastatique ne soient probablment
pas reproduites lors de la formation de tumeurs péritonéales, ces derni¢res constituent un outil
intéressant pour étudier la croissance tumorale dans un environnement différent de celui de la

tumeur primaire. De plus, ces tumeurs sont pertinentes dans le contexte de la pathologie humaine
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ou 6 a 11% des patients atteints de CHC développent des carcinoses péritonéales (Becker et al.,
2014). Cette dissémination intervient fréquemment suite a la rupture de la capsule de Glisson, qui

est une gaine de tissu conjonctif recouvrant le parenchyme hépatique (Spiliotis et al., 2017).

Nos résultats ont montré que le niveau d’activation optimal de la signalisation RAS est différent
en fonction de la localisation de la tumeur. Cette différence semble due a I’élimination des cellules

non adaptés, qui s’opere plus efficacement dans 'environnement hépatique.

L’oncogenese provoque une réponse immunitaire complexe, qui est dépendante des propriétés
intrinseques des cellules tumorale. La signalisation RAS joue un réle important dans la promotion
de I'inflammation et la modulation du microenvironnement tumoral (Hamarsheh et al., 2020). 11 a
été montré que l'activation oncogénique de RAS induisait la sécrétion d’IL-6, qui est nécessaire a
la carcinogenése dans plusieurs modeles cellulaire et murin (Ancrile et al., 2007). Par exemple,
lors de la carcinogenése pancréatique P'activation de la voie STAT3 induite par I'IL6 coopere avec
'activation de la voie MAPK pour permettre la détoxification des ROS et la survie cellulaire
(Zhang et al., 2013). 'ILL6 a également de nombreux effets sur le recrutement et la modulation du
microenvironnement (Chonov et al., 2019). Associ¢ au TNFa il promeut la prolifération des
hépatocytes, la régénération hépatique et le recrutement des cellules étoilées du foie (Tanaka and
Miyajima, 2016). NF-»B est un des médiateurs principaux de l'inflammation liée a la signalisation
RAS (Basseres et al., 2010; Notris and Baldwin, 1999). La translocation nucléaire de NF-xB meéne
a la sécrétion de nombreuses cytokines ayant un impact sur le microenvironnement tumoral et
I'inflammation, comme par exemple 'IL-1, IL-8 et la lymphotoxine B (Liu et al., 2017). Lors de la
senescence oncogénique liée a RAS, le recrutement de NF-»B au niveau des sites de dommage a
I’ADN permet la production du « senescence associated secrotory phenotype » (SASP) (Chien et
al., 2011). Les cytokines sécrétées permettent alors le recrutement des cellules NK et ’élimination
des cellules sénescentes (Xue et al., 2007). L’expression de RAS oncogénique dans les cellules
pancréatiques induit également lexpression de la protéine membranaire ICAM-1, ce qui
provoque linfiltration des macrophages (Liou et al., 2015). Ces derniers secretent du TNFa et des

protéases, ce qui favorise la progression tumorale.

Les conséquences de ces signaux pro-inflaimmatoires sont toutefois dépendantes du

contexte environnemental et des interactions entre le systéme immunitaire inné et adaptatif.

I’environnement immunitaire hépatique est particulier, notamment par rapport a sa tolérance vis-
a-vis de la réponse immune. Le foie est en permanence en contact avec des éléments étrangers et
les pathogenes issues du microbiote intestinal qui produisent des « pathogen associated molecular

patterns » (PAMPS) et « damage assioceted molecular paterns » (DAMPS) (Robinson et al., 2016).
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Dans la majorité des tissus, ces molécules induisent une activation de I'immunité innée et
inflammation locale (Janeway, 1992). Dans le foie en revanche, I'expression de « pattern
recognition receptors » (PRR) au niveau des hépatocytes et des cellules de Kupffer (KC) permet
la phagocytose des DAMPS et PAMPS sans induire de réponse inflammatoire (Kubes and Mehal,
2012). Les KC sont un des exemples de la complexité et de la spécificité des cellules immunes
résidentes du foie. Elles ont un role essentiel dans ’homéostasie tissulaire, la production de
cytokines inflammatoires et la réponse au stress (Bilzer et al., 2006). En cas d’infection ou de
formation néoplasique, I'environnement hépatique reste capable de produire une réponse
immunitaire rapide. Le foie est particulierement enrichi en cellules NK qui composent environ
50% de ses cellules lymphoides (Gao et al., 2008). Les NK hépatiques sont complexes et
hétérogenes et semblent jouer un réle important dans la surveillance immunitaire (Mikulak et al.,
2019) En cas de stress hépatique, I'action des NK permet l'activation des KC. Ces dernieres
produisent alors des cytokines pro-inflaimmatoires comme I'IL-1, I'IL-6, le TGF-§ et le TNFa.
Ces cytokines induisent Iactivation des cellules étoilées du foie (HSC), responsables de la
réparation du tissu. De surcroit, 'activation des KC permet aussi d’initier une réponse adaptative
effectrice en induisant la présentation d’antigene par les cellules dendritiques du foie (Kelly et al.,
2014). La présentation d’antigéne hépatique est toutefois moins efficace que dans d’autres tissus
(Bamboat et al.,, 2009). Cette faible potentialité a induire une réponse adaptative efficace est
probablement due a la sécrétion d’IL-10 par les KC, et a la co-présentation d’antigénes par les
cellules des sinusoides et les HSC. Ces signaux semblent orienter les cellules T vers un état de

tolérance immunogénique (Thomson and Knolle, 2010).

I’environnement péritonéal est bien différent. Le péritoine est constitué d’une couche de cellules
mésothéliales et dun espace de tissu conjonctifs, recouvrant les muscles abdominaux et
viscéraux. Les macrophages y sont particulierement abondants et représentent entre 30 et 35%
des cellules lymphoide du tissu (Cassado et al.,, 2015). En cas d’infection ou de dommage
tissulaire, les DAMPS et PAMPS libérés induisent P'activation des macrophages péritonéaux, qui
produisent des cytokines pro-inflammatoires (Capobianco et al., 2017). Ces cytokines stimulent
Iinfiltration et la maturation des cellules dendritiques, qui sont alors capable de présenter
I'antigéne et de migrer vers les nceuds lymphatiques pour y initier une réponse adaptative efficace
(McCully and Madrenas, 2000). Les cytokines produites par les macrophages péritonéaux initient
également la transition mesothélio-mésenchymateuse des cellules du mésothélium péritonéal, qui
vont pouvoir participer a la réparation du tissu (Strippoli et al., 2008). Une étude a montré que
des cellules NK résidentes du péritoine sont particulicres et ressembles aux NK immatures de la

rate (Gonzaga et al., 2011). De plus, seules ces cellules immatures sont capables de migrer depuis
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la rate vers la cavité péritonéale. Lorsqu’elles sont transférés directement dans le péritoine, les
cellules NK matures survivent, mais sont incapables de s’y reproduire. Dans I'ensemble, ces
données suggerent que 'environnement hépatique présente une immunité innée forte, controlée
par différentes populations de cellules NK; en revanche la réponse adaptative dépendante des
cellules T cytotoxique et de la présentation d’antigeéne semble moins efficace par rapport a
d’autres tissus. L’environnement péritonéal a I'inverse, permet une forte réponse adaptative, mais

les cellules NK y présentent peu d’activité.

Au cours de mon travail expérimental, je me suis concentré sur I’étude de
I'environnement immunitaire dans des animaux déficient en cellules T fonctionnelles (Athymic
nudes) et séverement immunodéficients (NSG). Nos analyses montrent que dans le foie
Pexpression d’un niveau élevé de RAS induit un avantage sélectif, qui est contrebalancé par une
probabilité plus importante d’induire la mort cellulaire. Dans les tumeurs produites chez les
animaux déficients de toute réponse immunitaire on observe une réduction de la mort cellulaire,
suggérant un effet « non-cell autonomous ». L’infiltration des cellules NK dans des tumeurs
hépatiques, et 'expression augmentée de FasL. au sein de leur microenvironnement, suggere un
role important de ces cellules dans I’élimination des cellules non adaptées. A T'inverse, les NK
semblent avoir une plus faible activit¢é dans les tumeurs péritonéales. Nous avons tenté
d’identifier le lien entre Pexpression d’un niveau élevé de RAS et la sélection exercée par le
microenvironnement tumoral. CEACAMI1 fait partie des genes co-exprimés par les tumeurs
hépatiques et les cellules avec un niveau élevé de RAS. CEACAMI est une protéine d’adhésion
qui est impliqué dans des interactions avec les cellules immunitaires (Kim et al., 2019). 1l a été
montré que Pexpression de CEACAMI induite suite a linfection par le VHC protege les
hépatocytes de la cytotoxicité des NK (Suda et al., 2018). Cependant dans notre modéle, le niveau
moyen de CEACAMT1 en I'absence totale de réponse immunitaire n’augmente pas autant que le
niveau d’expression de CEACAMI. Il est possible que I'expression du géne soit controlée par
d’autres mécanismes « non cell autonomous ». Il est également envisageable quun niveau trop
important de signalisation RAS induit une boucle de rétro-controle négatif inhibant son
expression. De maniére intéressante, il a été montré que expression de CEACAMI dans des
cellules de cancer mammaire était controlée par lactivité des facteurs de transcriptions SP1,
USF1/2 et IRS1/2 (Gencheva et al, 2010). L’activit¢é de IRF1/2 est dépendante de la
signalisation par l'interferon-y, tandis que USF1/2 est activé par la phosphorylation de ERK, p38
et GSK-3 (Blazanin et al., 2019; Horbach et al., 2015). Une autre étude a montré que 'expression
de CEACAMI1 dans des cellules de mélanomes BRAF mutées est dépendante du facteur de

transcription ETS1 (Kfir-Elirachman et al., 2018), également sous controle de la signalisation
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MAPK. Les auteurs ont également montré que les cellules traitées avec des inhibiteurs de BRAF
oncogénique ou de MEK perdent l'expression de CEACAMI1 et deviennent plus sensibles a
I’élimination par les cellules T. En se basant sur ces données, il est probable que I'expression de
CEACAMI soit controlée par une combinaison de sighaux intrinseques et extrinseques, ce qui
rend compliqué P'analyse de son implication dans le mécanisme de sélection. Afin de mieux
identifier sa contribution a la sélection des cellules avec un niveau optimal de RAS nous avons

prévu de produire des cellules KO pour CEACAMI.

Enfin, il est intéressant de replacer mes résultats dans le contexte de I’évolution des tumeurs et de

leur hétérogénéité.

La théorie des « histoires de vie » est un aspect de la biologie évolutive, qui en écologie
vise a étudier les traits permettant aux étres vivants d’atteindre un succes reproductif (Stearns,
2000). Le succes reproductif d’une espece est alors dépendant des compromis (trade-off) entre
(1) la reproduction ou la survie, (2) une reproduction immédiate ou plus tardive, et (3) la quantité
des descendants ou leur qualité. Par exemple, les grands mammiferes ont tendance a favoriser la
survie, une maturité de reproduction tardive et une longue durée de vie. A linverse, les petits
mammiferes capitalisent sur la reproduction immédiate et une faible durée de vie. Dans une
certaine mesure, cette théorie s’applique aussi dans a Iévolution des cellules tumorales ou les
caractéristiques intrinseques de la cellule 'orientent vers une reproduction rapide ou lente. En cas
de reproduction rapide, les cellules favorisent le fitness au détriment de la qualité de la
descendance, qui est alors a risque de compromettre sa survie. Au contraire, les cellules qui
orientent leur stratégie vers la survie sont plus susceptibles de répondre favorablement a un stress
(Aktipis et al., 2013). L’efficacité dune stratégie par rapport a lautre est dépendante des
limitations spatiales, de la disponibilité des ressources et des pressions de sélections exercées par
le microenvironnement tumoral. Une belle illustration de I'efficacité relative de chacune de ces
stratégies apparait dans une étude de I’équipe de Kornelia Polyak ou un clone avec un fitness
faible survit efficacement en produisant une molécule ('IL11) qui permet de conserver un
équilibre stable des populations sous-clonales composant la tumeur (Marusyk et al., 2014). Par la
méme occasion, cet équilibre permet au clone IL11 d’assurer la stabilité des ressources qui lui
sont accessibles. En revanche, lorsque le clone IL11 est confronté a une autre population
cellulaire, qui favorise sa prolifération au détriment de la survie (FOXL3), I’équilibre est rompu,
lautre clone concentre I'utilisation des ressources, ce qui induit la disparition du clone IL11. Le
« choix » d’une stratégie favorisant la survie ou la prolifération est définie par I'acquisition des
traits phénotypiques qui découlent des « hallmarks of cancer » (Hanahan and Weinberg, 2011).

Par exemple, la maintenance de 'immortalité réplicative favorise la prolifération tandis que la
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résistance a la surveillance immunitaire favorise la survie. Classiquement, expression de ces traits
est dépendante des altérations génétiques, des modifications épigénétiques, et des interactions
avec le microenvironnement, qui sont toutes le trois interconnectés. Mes résultats ajoutent un
¢lément nouveau a cette vision néo-darwinienne de la tumorigéneése en mettant en évidence une
nouvelle forme de diversification phénotypique, qui s’applique a I’hétérogénéité intratumorale et
dépend du dosage oncogénique, qui a son tour controle lactivité de la signalisation. Cette
hétérogénéité quantitative, que j'ai étudié dans le contexte de l'activation de la voie RAS/MAPK,
est susceptible de s’appliquer a d’autres voies oncogéniques. Par exemple, il a été décrit que le
dosage oncogénique de MYC pouvait influencer I'expression des genes de la voie -caténine

(Molina-Sanchez et al., 2020).

Mes résultats peuvent également étre considérés dans le contexte de la prise en charge
thérapeutique. En effet, certaines stratégies innovantes proposent de controler la croissance
tumorale de maniére moins drastique que celle visant I'élimination totale de la tumeur. En effet, la
stratégie visant l'éradication de I'ensemble de la tumeur en utilisant des doses maximales de
drogues, souvent induit Iapparition de résistances et I’échec thérapeutique. Une stratégie
alternative vise a réduire séquentiellement la progression tumorale ou encore a générer des
conditions permettant d’orienter les trajet évolutif des tumeurs (Gatenby and Brown, 2020). A
partir de ces approches, il pourrait étre intéressant de considérer le développement des stratégies
thérapeutiques basées sur 'utilisation de drogues pouvant diminuer ou augmenter lintensité de
signalisation. Combiner a d'autres stratégies innovantes, notamment celles exploitant la réponse
immune anti-tumorale, ces approches pourraient s'avérer utiles dans les futures interventions

thérapeutiques.
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