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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION GENERALE




1. Les tunneling nanotubes (TnTs) :

Le développement d’'un cancer est un processus multi-étape au cours duquel
les cellules tumorales et/ou stromales communiquent entre elles. Ces moyens de
communications sont multiples, relativement bien identifies et comprennent
notamment le transfert de composants cellulaires au travers des jonctions
communicantes ou encore le transfert de vésicules d’exosomes et de signaux
paracrines (1).

Plus récemment, I'équipe de Rustom, a décrit pour la premiére fois en 2004, un
nouveau moyen de communication intercellulaire, appelé tunneling nanotubes (TnTs).
Ce sont de longues structures membranaires, de taille hanométrique, reliant deux
cellules distantes entre elles, leur permettant, comme n’importe quelle jonction
communicante, de s’échanger de petites molécules (protéines membranaires,
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), récepteurs couplés aux
protéines G, ions calcium, virus, prions ou encore miARNSs). En revanche, a la
différence des jonctions communicantes “conventionnelles”, les TnTs permettent
I'échange entre deux cellules éloignées, d’organites dont les mitochondries ou les
vésicules de lysosomes (2), ce qui fait leur originalité.

Les TnTs sont impliqgués dans de nombreux processus physiologiques, mais

également pathologiques et notamment l'initiation et la progression tumorale (1).

2. Les cancers pleuro-pulmonaires :

Pour mieux caractériser les TnTs, nous avons choisi d'étudier deux modeéles de

cancers : le cancer broncho-pulmonaire et le mésothéliome pleural malin.



2.1. Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) :

Le cancer broncho-pulmonaire est le cancer le plus fréquent (1,8 million de cas,
soit 13 % du total), et le plus meurtrier (1,6 million de déces, 19,4% au total) dans le
monde (3). En France, il représente la premiére cause de déces chez 'homme (29 000
décés en 2011, soit 20% des déces par cancer), et également chez la femme depuis
2015 (4). Le principal facteur de risque est le tabagisme actif ou passif (5).

Les cancers broncho-pulmonaires comprennent les Carcinomes Bronchiques Non
a Petites Cellules (CBNPC), les plus fréquents (prés de 85% des cancers broncho-
pulmonaires) et les Carcinomes Bronchique a Petites Cellules (CBPC). Les CBNPC
ont une incidence et une prévalence respectivement d’environ 39 000 et 45 000 cas
par an en France. Les options thérapeutiques comprennent la chirurgie, la
radiothérapie et la chimiothérapie seule ou en combinaison, et dépendent de
I'extension de la tumeur et de I'opérabilité du patient. Le pronostic de la maladie est
sombre avec une survie nette de 16% a 5 ans. Le meilleur taux de survie est observé
pour les stades précoces opérables avec une survie relative a 52% contre moins de
5% pour le stade métastatique (5). Cependant, la majorité des patients (environ 75%)
présente un stade avancé, au moment du diagnostic, expliquant en partie la mortalité

élevée (6).

2.2. Le mésothéliome pleural malin (MPM) :

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est une tumeur primitive, tres agressive,
développée a partir des cellules meésothéliales tapissant la plévre. La cellule
meésothéliale est une cellule épithéliale particuliére puisque d’origine mésodermique,
elle exprime, a la difféerence des autres cellules épithéliales, certains marqueurs

mésenchymateux tels la vimentine et la N-cadhérine (7).



Le principal facteur de risque du MPM est I'exposition a I'amiante. Malgré
l'interdiction de l'utilisation de I'amiante en France depuis 1997, l'incidence du MPM,
bien que faible (18 cas/million/an en France) est en constante augmentation, avec un
pic d’incidence attendu autour de 2020 et au-dela, du fait d’'un temps de latence trés
long entre exposition et survenue de la maladie, d’'une exposition massive entre 1930
et 1990 et également du fait de la description de plus en plus fréquente de patients
(notamment des femmes) apparemment non exposées professionnellement a
'amiante, développant un MPM (8,9).

Bien que la plupart des pays aient interdit 'utilisation de 'amiante, les pays en voie
de développement ou émergents continuent massivement a l'utiliser, laissant présager
une augmentation durable du nombre de cas de MPM a I'échelle mondiale (10).

Bien que certains marqueurs tumoraux solubles comme la mésothéline ou
'ostéopontine soient validés comme biomarqueur diagnostique dans un contexte
clinique évocateur, le diagnostic de certitude repose toujours sur I'analyse
anatomopathologique de prélévement biopsique de plevre, avec confirmation par un
panel experts anatomo-pathologistes indépendants (groupe MESOPATH) (11,12).

Trois types histopathologiques sont observés : épithélioide (50-70%),
sarcomatoide (10-20%) ou mixte/biphasique (20-35%). Ces deux derniers types étant
de moins bons pronostics et chimio-résistants (12).

Le pronostic est sombre avec un taux de survie a 5 ans virtuellement nul (environ
7%), et une médiane de survie de 9 a 12 mois (8).

La chirurgie a visée curative, seule ou en combinaison avec une chimiothérapie
(néo)adjuvante et/ou une radiothérapie (dans le cadre d’'une approche multimodale)

est exceptionnelle puisqu’elle est réservée aux stades trés précoces et résécables,
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Figure 1 - Les six étapes de la carcinogeneése pleuro-bronchique (adapté de
Hanahan et Weinberg, 2000).



alors que la maladie est le plus souvent diagnostiquée a un stade avancé en raison de
signes d’appels cliniques et radiologiques peu spécifiques (10).

Le traitement est donc le plus souvent palliatif, permettant d’'améliorer la survie de
guelques mois et repose sur la chimiothérapie en premiere ligne a base de pemetrexed
et sel de platine, associé au bevacizumab (10,13).

Comparé au CBP, le MPM est donc un cancer tres agressif. Nous supposons que
cela puisse en partie s’expliquer par le fait que les cellules mésothéliales, porteuses
de vimentine (filament intermédiaire semblant impliqué dans la formation des TnTs
(14)), puissent plus aisément établir des TnTs entre elles que les cellules épithéliales
bronchiques.

Nous avons ainsi retenu ces deux modeéles d’étude des TnTs parce qu’ils
présentaient des aptitudes différentes a établir ces structures mais aussi parce que
ces deux cancers partagent une anomalie moléculaire commune : la perte
d’expression du gene suppresseur de tumeur RASSF1A (Ras-association domain

family 1 isoform A) (15).

3. RASSF1A et la carcinogenese broncho-pulmonaire :

La carcinogenéese broncho-pulmonaire est un processus multi-étape qui suit le
schéma général de la cancérogenese proposé par Hanahan et Weinberg (2000) a
savoir que pour qu'il y ait carcinogenése, il faut que les cellules épithéliales saines 1/
acquierent une indépendance vis-a-vis des signaux de croissance, 2/ présentent une
dérégulation du cycle cellulaire, 3/ échappent a la réponse a I'apoptose, 4/ acquiérent
un potentiel réplicatif illimité, 5/ un potentiel angiogénique et 6/ un phénotype invasif et

métastatique (Figure 1).
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Figure 2 - RASSF1A est une protéine clé de ’lhoméostasie cellulaire. Grace a
ses nombreux domaines de liaisons, RASSF1A interagit avec pres de 50 partenaires
pour réguler différents processus tels, le cycle cellulaire, 'apoptose ou la motilité
cellulaire (Inspiré de Donninger et al., 2007).



L’acquisition de ces propriétés passe par I'accumulation d’altérations
génétiques et épigénétiques d’oncogénes ou de genes suppresseurs de tumeur. C'est
'accumulation de ces anomalies qui est responsable de la progression d’'une ou d’'un
petit nombre de cellules vers un phénotype invasif et métastatique, une prolifération
excessive et 'échappement a la mort cellulaire programmée (17).

L’altération de I'expression du géne suppresseur de tumeur RASSF1A est une
altération fréquente, retrouvée dans 20 a 40% des CBNPC ou des MPM (18,19),
provoquée par I'hyperméthylation du promoteur du gene et la délétion de l'alléle restant
en 3p21(20).

La protéine RASSF1A, via ses nombreux domaines d’association (domaine RA,
domaine SARAH, domaine ATM, domaine C1), est capable d’interagir avec plus de 50
partenaires. Elle est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, dont la
stabilisation des microtubules, la régulation du cycle cellulaire, 'apoptose et la motilité
cellulaire (Figure 2), supportant son réle suppresseur de tumeur, et faisant d’elle I'un
des gardiens du phénotype épithélial (21).

En 2012, nous avons caractérisé la perte d’expression du gene suppresseur de
tumeur RASSF1A chez 208 patients atteints de CBNPC de stade I/ll au cours de
'essai IFCT0002 comparant deux schémas thérapeutiques néoadjuvants (paclitaxel
vs. gemcitabine). L’analyse des prélévements tumoraux a mis en évidence d’une part
le réle pronostic (médiane de survie sans progression a 5 ans divisée par 3) et d’autre
part le réle prédictif (survie sans progression plus longue chez les patients traités par
paclitaxel plutét que par gemcitabine) de I'inactivation du gene suppresseur de tumeur
RASSF1A (18).

En 2016, nous avons démontré in vitro et in vivo que le moins bon pronostic

des patients atteints de CBNPC s’expliquait par le fait que I'inactivation de RASSF1A
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Figure 3 - Les membres de la voie de signalisation Hippo. Yap, effecteur terminal
de la voie de signalisation Hippo, est séquestré dans le cytoplasme lorsque cette
voie est active. Dans le cas ou RASSF1A n’est pas exprimée, la voie de signalisation
Hippo est inactivée et Yap est alors transloqué dans le noyau pour agir sur des
génes régulant la prolifération cellulaire et 'apoptose (Hergovich et al., 2016).
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Figure 4 - lllustration des modifications induites par I’'absence de RASSF1A. En
absence de RASSF1A (c6té gauche du cartouche), il est constaté i) une absence
d’activation de RhoB (protéine Rho a l'action anti-métastasant) par sa GEF, GEFH1,
elle-méme inactive en 'absence de RASSF1A ii) une activité anormale de I'effecteur
de la voie de signalisation Hippo, Yap, qui en absence de RASSF1A, se trouve
transporté dans le noyau sous sa forme active. Ce contexte justifie qu’en absence de
RASSF1A, les cellules de lignées épithéliales bronchiques humaines migrent et
envahissent davantage que les cellules exprimant RASSF1A (Dubois et al., 2016).



sur des modéles cellulaires de CBNPC provoque l'acquisition d’un phénotype
meétastatique, induit une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), augmente la
vitesse de migration en 2D/3D, la migration trans-endothéliale et I'invasion de cellules
de lignées épithéliales bronchiques humaines et facilite la prise de xénogreffe chez la
souris immunodéficiente (22).

Ces modifications phénotypiques observées en I'absence de RASSF1A sont
liées a des altérations des voies de signalisation Hippo et des RhoGTPases.

La perte d’expression de RASSF1A provoquant i) la translocation nucléaire d’'un
effecteur terminal de la voie de signalisation Hippo, YAP, sous forme active,
responsable de la transcription de genes favorisant la prolifération cellulaire, I'inhibition
de l'apoptose et la transition épithélio-mésenchymateuse (Figure 3) et ii) la
dérégulation de la voie des RhoGTPase, avec la libération d’une petite protéine G,
RhoA aux propriétés migratoires et 'absence d’activation de RhoB aux propriétés anti-
migratoires, par sa GEF (GEFH1), présente sous forme inactive/phosphorylée (Figure
4) (22).

Ces deux voies de signalisation sont interdépendantes ; I’hyperexpression de
Rho-B empéche I'accumulation nucléaire de YAP (22).

L’inactivation de GEFH1 pourrait également avoir une autre conséquence :
laugmentation du relargage des vésicules d’exosome, relargage requit dans la
formation des TnTs (23). En effet, il est connu dans la littérature que l'inactivation de
GEFH1 s’accompagne d’une accumulation de Rab11 (24), une protéine clé du
relargage des vésicules d’exosome, laissant penser que la formation des TnTs soit
alors stimulée dans ce contexte. Des résultats préliminaires de notre groupe étayent

cette hypothese puisque nous observons bien que I'inactivation de RASSF1A (et donc
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Figure 5 — La perte d’expression de RASSF1A se traduit par une augmentation
de la protéine Rab11, protéine clé du relargage des vésicules d’exosome
L’inactivation de RASSF1A est ainsi associée a une augmentation du nombre de
vésicule d’exosome, et une augmentation d’expression de Rab11 (Données non
publiées, These de Fatéméh Dubois).



l'inactivation de GEFH1) est associée a une augmentation du nombre de vésicule
d’exosome, et une augmentation d’expression de Rab11 (Figure 5).

L’ensemble des éléments exposés constitue I'hypothése de travail selon
laquelle l'inactivation de RASSF1A pourrait affecter la communication intercellulaire

via les TnTs.

4. Objectifs :

Les objectifs de ce travail étaient i) la caractérisation des TnTs (dans un large
panel de lignées cellulaires), ii) 'identification du matériel échangé par des cellules
partageant des TnTs, iii) 'étude de l'influence de RASSF1A sur la formation des TnTs,
iv) 'étude de linfluence du microenvironnement sur la formation des TnTs et v)
l'identification de protéines perturbés par la perte de RASSF1A, et pouvant jouer un

role dans la formation des TnTs.

Une partie des résultats sont présentés ci-aprés sous forme d’article. La
discussion générale, en s’appuyant sur des données de la littérature et des données
non publiées issues de ce travail, aura pour but de mettre en lumiére l'intérét clinique

de ce travail de thése et les perspectives qui en découlent.
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Abstract:

Background: By allowing intercellular communication between cells, tunneling
nanotubes (TNTs) could play critical role in cancer progression. If TNT formation is
known to require cytoskeleton remodeling, key mechanism controlling their formation
remains poorly understood.

Methods: The cells of human bronchial (HBEC-3, A549) or mesothelial (H2452, H28)
lines are transfected with different siRNAs (inactive, anti-RASSF1A, anti-GEFH1 and /
or anti-Rab11). At 48 h post-transfection, i) the number and length of the nanotubes
per cell are quantified, ii) the organelles, previously labeled with specific tracers,
exchanged via these structures are monitored in real time between cells cultured in 2D
or 3D and in normoxia, hypoxia or in serum deprivation condition.

Results: We report that RASSF1A, a key-regulator of cytoskeleton encoded by a
tumor-suppressor gene on 3p chromosome, is involved in TNTs formation in bronchial
and pleural cells since controlling proper activity of RhoB guanine nucleotide exchange
factor, GEF-H1. Indeed, the GEF-H1 inactivation induced by RASSF1A silencing,
leads to Rabll accumulation and subsequent exosome releasing, which in turn
contribute to TNTs formation. Finally, we provide evidence involving TNT formation in
bronchial carcinogenesis, by reporting that hypoxia or nutriment privation, two almost
universal conditions in human cancers, fails to prevent TNTs induced by the oncogenic
RASSF1A loss of expression.

Conclusions: This finding suggests for the first time that loss of RASSF1A expression
could be a potential biomarker for TNTs formation, such TNTs facilitating intercellular
communication favoring multistep progression of bronchial epithelial cells toward overt

malignancy.
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Background:

The tumor suppressor gene RASSF1 (Ras-association domain family isoform)
encodes one of the epithelial phenotype guardians (Dubois et al., 2016), RASSF1A, a
scaffold protein that maintains cellular homeostasis through control of apoptosis, cell
cycle, microtubules stabilization (Rong et al., 2004; Amin & Banerjee, 2012; Donninger
et al., 2014) and actin cytoskeleton organization (Dallol et al., 2005; Dubois et al.,
2016). RASSF1A silencing is a frequent and early event in numerous cancer including
lung carcinoma (Agathanggelou et al., 2001; De Fraipont et al., 2012) and malignant
mesothelioma (Toyooka et al., 2002, Destro et al., 2008). In Non-Small Cell Lung
Cancer (NSCLC), RASSF1A inactivation is also an independent marker of poor
prognosis (De Fraipont et al., 2012). RASSF1A depletion underlies tumor initiation
and progression (Dammann et al., 2017) since inducing epithelial to mesenchymal
transition (EMT) in human bronchial cell lines with a pro-metastatic phenotype
sustained by both i) guanine nucleotide exchange factor 1 (GEF-H1) inactivation and
subsequent RhoB (a putative anti-metastatic small GTPase) inactivation and ii) nuclear
accumulation of the active form of the Hippo pathway transcriptional cofactor YAP
(Yes-associated protein) (Dubois et al., 2016).

Among long and narrow cytoplasmic extensions induced by RASSF1A depletion,
some did not seem to contact the substratum (Dubois et al., 2016), which distinguish
these structures from mesenchymal morphology or other cell extensions such as
filopodia (Chang et al., 2016). As previously described in others cell types (see review
by Gerdes et al., 2007), these structures reflect a defining characteristic of tunneling
nanotubes (TNTs) (Rustom et al., 2004). It is of note that even TNTs and filopodia
share structural similarities, they are different cellular organization that form through

different mechanisms (Delage et al., 2016). Further, TNTs are divided in two subtypes:



Typel TNT containing actin and tubulin filaments with a clear cytosolic tunnel that can
reach the distances of up to at least 70 um (Gerdes et al., 2013), while Type2 TNT is
shorter and contains only actin filaments with unclear cytosolic tunnel. The data in the
literature suggest that these two types of TNT could have different functions, as large
material (e.g., lysosomes, mitochondria) can only travel between cells via TNT type 1
on microtubules (Onfelt et al., 2006; Benard et al., 2015; Wang & Gerdes, 2015;
Vignais et al., 2017).

TNT formation has been described as a result of either directed filopodia-like
protrusions or from cell dislodgement mechanism (Gerdes et al., 2013), although, the
molecular basis of their formation still remains under active investigation. To date, actin
and its associated proteins such as myosin, small GTPase RalA, filamin, M-Sec and
Cdc42 are considered important regulators of TNT formation in various cells, at least
in part, through recruitment of exocyst complex to the plasma membrane (Hase et al.,
2009; Bukoreshtliev et al., 2009; Schiller et al., 2012; Gousset et al., 2013). In addition,
p53 and the PISK/AKT/mTOR signaling pathways have been demonstrated to be
involved in stress-induced TNT formation (\Wang et al., 2011). Interestingly, EMT was
shown to stimulate TNT formation (Lou et al., 2012b). Finally, the alteration of cell-cell
junctions, which occurs after RASSF1A depletion (Vlahov et al., 2015; Dubois et al.,
2016) or the disruption of gap junction upon EMT (Huber et al., 2005), is thought to
support the intercellular communication via TNTs (Ady et al., 2014).

In contrast to gap junctions or micro-vesicles that are most effective in cell
communication between relatively close cells, TNTs have been proposed to connect
cells located far from each other (Lou et al., 2012a). TNTs are thus an emerging mode
of intercellular communication between cells at both close and distant proximity,

already known to facilitate direct transfer of cytosolic molecules and organelles, as well



as viral and microbial pathogens from cell to cell (Rustom et al., 2004; Sisakhtnezhad
& Khosravi, 2015: Reichert et al., 2016). In this respect, TNTs are potential candidates
in facilitating the intracellular communication within the heterogeneous tumor
microenvironment and have been proposed to be involved in carcinogenesis initiation
or later on, in tumor progression (Kenny et al., 2007; Bissell & Hines, 2011; Ruckert et
al., 2012). Concordantly, TNTs were identified in different solid resected tumors from
patients (Vignais et al., 2017) especially in lung adenocarcinoma and mesothelioma
patients (Lou et al., 2012a; Ady et al., 2014). The authors postulate that a higher rate
of formation of TNTs is associated with a higher level of local invasion of tumors (Ady
et al., 2014). Moreover, the transfer of mitochondria via TNT have been shown to
enhance chemo-resistance between cancer cell populations (Pasquier et al., 2013). It
was also reported that TNT facilitate the exchange of nucleic acid such as mRNA
molecules, which could induce or repress the transcription of genes implicated in
cancer cell motility or even enhance the transformation of normal neighbor cells
(Haimovich et al., 2017).

In this regard and given the role of RASSF1A in microtubules stabilization, actin
organization and maintenance of epithelial phenotype, we sought to determine how
depletion of RASSF1A could affect TNTs formation. We used a various panel of lung
epithelial and mesothelial cell lines to study the relation between RASSF1A gene
methylation and TNT formation at the initial events leading to bronchial carcinogenesis,
as well as in malignant pleural mesothelioma. We employed RASSF1A specific RNAI
or a wild-type RASSF1A encoding expression plasmid to assess the consequence of
RASSF1A depletion or rescuing on TNTs formation. The role of cellular stressor such
as hypoxia or serum starvation has also been explored to recapitulate in vivo cancer

microenvironment conditions. Furthermore, we looked for additional key proteins,



which are perturbed by loss of RASSF1A and could play a role in TNT formation. These
experiments reveal the role of RASSF1A/GEFHL1 signaling as a novel signaling module
candidate required for TNTs formation, through control of Rab11l accumulation and

subsequent exosome release.



Methods and Materials

Cell culture and treatments

Isogenic HBEC-3 and HBEC-3-KRasV12 bronchial epithelial cell lines were a
generous gift of Dr. White (UT Southwestern Medical Center, Dallas, USA) and were
cultured in KFSM (Keratinocyte-serum-free medium) complemented with 0.2 ng/ml of
human recombinant EGF (Epidermal Growth Factor) and 25 pg/ml of BPE (Bovine
Pituitary Extract) supplements (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). The other cell
lines lines were purchased from ATCC. The tumorigenic epithelial cell lines BEAS-2B,
BEAS-2B-RasV12, H1975, A549, H1650, H23, and H441 were cultured in DMEM
(Dulbecco's modified essential medium; Gibco), while the mesothelial H2452, H2052,
H28 and MSTO-211H cell lines were cultured in RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute) medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented both with 2 mM of L-
glutamine. All the mediums were also complemented with 10% (vol/vol) heat-
inactivated fetal bovine serum, 100U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Gibco). The
cultures were incubated at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Where
indicated, cells were treated for 24h before fixation with either paclitaxel (10 nM) to
induce microtubule stabilization, nocodazole (10uM) to induce microtubule
depolymerization or blebbistatin (5 uM) to inhibit myosin-lIl ATPase. To study the
influence of metabolic stress, cells were starved in a low-serum medium (0.5% of FBS)
for 24h. Cells were placed in a hypoxic chamber containing 0.1% oxygen, 5% carbon
dioxide, and 93% nitrogen for 24h to determine the influence of environmental stress.
RNAI, Plasmids and transfection procedures

RNAI treatment was performed at 30% confluence, using Lipofectamine RNAIMAX
(Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions and analyzed

72h after treatment. The following RNAI oligonucleotides from Eurogentec® were



used: RASSF1A: sil: 5-GACCUCUGUGGCGACUUCATT-3' (Shivakumar et al.,
2002) & si2: GAACGUGGACGAGCCUGU (Dubois et al.,, 2016); GEFH1: 5-
GAAGGUAGCAGCCGUCUGU-3’ (Duboais et al., 2016); Rablla: 5-UGUCAGACAGA
CGCGAAAA-3’ (Mackenzie et al., 2016); Rab11b: 5’- GCACCUGACCUAUGAGAAC-
3’ (Mackenzie et al., 2016); Vimentin: 5- UCACGAUGACCUUGAAUAA-3’ (Petrie et
al., 2017) and non-targeting control RNAi from Dharmacon. Transient transfection with
plasmids encoding wild-type RASSF1A (pcDNA3-RASSF1A) and control mimic
(Addgene®) were performed using Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad,
CA) following the manufacturer’s instructions and analyzed 24h after transfection.
RT-PCR

The mMRNA expression was assayed using RT2 ProfilerTM Cell motility PCR Array
(Qiagen). Briefly, RNA isolated from HBEC-3 cells transfected with SIRASSF1A or
siNeg was reverse transcribed and relative gene expression data was obtained using
the Human Cell motility PCR Arrays. The expression profile of 84 genes relevant to
cell motility as well as 5 housekeeping genes was assayed. Fold change calculations
were done using SABiosciences' data analysis software which automatically calculates
the fold change in gene expression between the treated and control groups.

Western blot analysis

Protein extraction were performed using a lysis buffer consisting 20 mM Tris (pH 7.0),
50 mM NacCl, 20% glycerol, 5 mM EDTA, and 0.1% TritonX100, 1ImM DTT, 50mM 2-
Mercaptoethanol and 1 pg/ml protease inhibitor (aprotinin, leupeptin, pepstatin A,
antipain). Proteins were quantified using Bradford protein assay reagent and stored at
-20°C. After denaturation (5 min at 95°C), cell lysates were electrophoresed through
SDS polyacrylamide gels, and transferred to nitrocellulose membranes (Hybond-ECL

Amersham®). Non-specific sites were blocked for 1h with Tris-buffered saline



containing 0.1% Tween-20 (TBST) and 5% (w/v) non-fat milk. Membranes were
probed overnight with the primary antibody diluted at 1:1000 at 4°C, and then 1 hour
at room temperature with the appropriate horseradish peroxidase-linked secondary
antibody diluted at 1:2000 in TBST/5%milk. Proteins detected using an enhanced
chemiluminescense technique with ECL kit (Promega®).

Cell labelling and Microscopy

Labelling of TNT with Alexa 488-WGA

As previously described (Bénard et al., 2015), living cells were labelled with at 5 pg/ml
Alexa 488-conjugated WGA (Invitrogen) for 10 min at 37°C in the COz incubator. For
structural studies, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 5 min and observed in
ProLong Gold antifade reagent mounting medium (Invitrogen).

Labelling of protein

The primary antibodies used in this study are as follows: anti-RASSF1A (eB114-10H1)
from eBioscience, anti-a-tubulin from Sigma Aldrich (St. Louis, MO) and anti-f-actin
(8H10D10), anti-cofilin (D3F9), anti-GEF-H1, anti-HIF-1a, and anti-Rab11 from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA). Briefly, cells were seeded on coverslips at a
density of 2x10* per well. After treatment, coverslips were washed with phosphate-
buffered saline PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 minutes at 37°C. Cells
were permeabilized using ice-cold methanol for 10 minutes at -20°C to preserve
microtubules. After extensive washes with PBS, cells were blocked overnight with 5%
bovine serum albumin and then stained with primary antibodies and counterstained
with appropriate Alexa Fluor 488-, and 555-conjugated secondary antibodies (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL). Coverslips were mounted with DAPI (Santa Cruz
Biotechnology), and image captured with high-throughput confocal microscopy

(FluoView FV1000, Olympus).



Organelle Tracker analysis

To determine whether the TNTs allow the transport of mitochondria, transfected cells
were divided in two groups. Each group were labeled separately by either Green or
Red MitoTracker dyes (Molecular Probes) for 30 minutes and then washed extensively
with PBS before mixing the two populations in the same culture dish. After 1h of
incubation, the cells were either fixed or subjected to the time-lapse imaging. We
guantified the number of cells that contain both Mitotracker (yellow color).

To investigate the transfer of either lysosome or endoplasmic reticulum between the
cells, Lyso Tracker™ or ER tracker ™ (cell signaling) were added directly into normal
growth media for a working concentration of 50 nM or 2uM respectively according to
the manufactures structures and then analyzed immediately by real-time acquisition.
Confocal Imaging

For living cells, the real-time acquisitions were performed using an inverted microscope
(Leica DMi8). The microscopes were enclosed in environmental chambers (Incubator
i8) that were maintained at 37°C with 5% COz2 level. The Metamorph 7.8.13.0 software
used for image acquisition took a snapshot of 4 different observation fields every
minute for 1 to 3 hours. The acquired images were then analyzed with the ImageJ
software (version 1.50d).

For fixed cells, images were captured with high-throughput confocal microscopy
(FluoView FV1000, Olympus™).

gCW STED imaging

Image acquisitions were performed with a 100x oil immersion objective (NA 1.4)
through gCW STED imaging (TCS SP5-X; Leica Microsystems) with optimised
parameters for Alexa-488 detection. Samples (zoom 8, pixel size = 18.95 nm) were

excited with a 488 nm wavelength of a supercontinuum laser. For fixed cells, 20-30%



AOTF, conventional scanner (400 Hz, Line Average 1, Accumulation 3, 1024 x 1024)
and a step size (0.13 ym) in the xyz mode were used. For living cells, 40-80% AOTF,
a resonant scanner (8000 Hz, 1024 x 1024) and a step size (0.13 pym) in the xyz mode
were used. Depletion was obtained with a 592 nm laser (70% AOTF). Fluorescence
(500-550 nm) was collected with a hybrid detector (Gain 100) in the gated mode and
a pinhole for Airy 1. The temperature of the chamber was kept at 37°C, and cells were
provided with constant gas flow (95% 02, 5% COZ2) during acquisition with living cells.
TNTs Quantification

After immunolabeling of actin or tubulin filaments, the cells were carefully analyzed for
the presence of TNTs, taking into account the criteria previously described in the
literature (McCoy-Simandle et al., 2016). Those parameters included (a) lack of
adhesion of TNT to the substratum of tissue culture plates (b) the width of the extension
estimated more than 1 micron and (c) a narrow base at the base of TNT with a
triangular aspect called "in arrow". The number of TNTs for each cell line or after each
treatment were counted in 10 randomly chosen fields with 20x objective, and the TNT
index was calculated as the average number of TNTs per cell. The TNT lengths were
guantified using ImageJ (version 1.50d).

3D collagen matrices preparation

Briefly, acid soluble collagen (Nutragen) was brought to physiologic pH on ice to a final
concentration of 4 mg/mL. The first layer of the cold collagen solution was then pipetted
(100 pL) onto a MatTek dishes (MatTek Co., Ashand, MA) and were then warmed into
37 °Cin a cell culture incubator to allow collagen polymerization for at least 30 minutes.
During the time of polymerization, the cells were resuspended in cell culture medium.
2x 105 cells were added on top of the polymerized collagen layer and placed at 37°C

incubator to allow attachment of the cells to collagen. One hour later, the cells were



coated with the second layer of collagen (400 L) for the establishment of 3D
microenvironnement. After 48 hours, TNT was imaged using time-lapse microscopy.
Electron microscopy

Transmission: Cells were rinsed in PBS Buffer, fixed with 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffer 0.1M pH 7.4 during 1h at 4°C, then rinsed in phosphate buffer 0.1 M
pH 7.4 and post-fixed 1h with 1% osmium tetroxide in phosphate buffer 0.1 M pH 7.4
(at 4°C protected from light). After washing, cells were dehydrated in progressive bath
of ethanol (70-100%), embedded in resin Epon and polymerized 24h at 60°C. Ultrathin
sections were done and contrasted with uranyl acetate and lead citrate. The cells were
observed with transmission electron microscope JEOL 1011 and image were taken
with Camera Gatan Orius 200 and digital micrograph software. The number of vesicles
was quantified by counting the vesicles present for each treatment condition in 10 fields
taken from 10 distinct cells. The diameter of all these vesicles was measured using the
digital micrograph software linked to the electron microscope.

Scanning: Cells, seeded on coverslips, are fixed with 2.5% glutaraldehyde overnight.
The coverslips then undergo three rinses of ten minutes with the sodium cacodylate
buffer solution pH 7.4 at 0.1M. The samples are then dehydrated with successive
alcohol baths at 70, 95 and 100%, 3 times 10 min each. A final bath of absolute alcohol
will be carried out in the critical point apparatus. A critical point apparatus (Leica CPD
030) is used to replace the alcohol with liquid COz in the cells. After bypassing the
critical point of CO2 (31°C and 73 atmospheres), there is a transition from the liquid
state to the gaseous state. This technique preserves the surface structure of the
samples. The COz2gas is then gently removed and the samples are brought back to

room temperature.



The lamellae are glued to a metal plate covered with conductive tape. The samples
are then covered with a thin layer of platinum using a dedicated device (JFC1300

JEOL).

Exosome vesicles quantification

Exosome vesicles released into the culture medium were assayed following the
EXOCET kit (exosome quantitation assay kit) and ExoQuick-TC procedures. Cell
media were centrifuged at 3000xg for 15 minutes to remove any cell debris. The
supernatant (5 ml) were transferred to a sterile container, to which 1 ml of ExoQuick-
TC was added. The mixed solution was incubated at 4°C overnight and then
centrifuged at 1500xg for 5 minutes. The pellet was resuspended in 1 ml of PBS. An
aliquot of the suspension (20 uL) was mixed with 80 yL of Exosome Lysis Buffer then
was incubated at 37°C for 5 minutes to release the exosome proteins, vortexed 15
seconds and centrifuged 1500xg for 5 minutes to remove debris. Supernatants were
transferred into a 96-well plate well to which are added 50 ul of a mixture 1:1 of the
EXOCET reaction buffer reagents A and B before being incubated at room temperature
for 20 minutes. Absorbance at 405 nm was read using a spectrophotometer.
Statistical analysis.

Data are represented as the mean £ SEM of experiments performed independently at
least three times. To determine statistical significance, a Student’s unpaired t test was

applied to all experiments. Statistical significance was set at p < 0.05.



Results

Characterization of the TNTs structure, formation and intercellular exchange in
bronchial or mesothelial cells lines.

We first wonder whether the nanotubes were observed in various human
epithelial bronchial or mesothelial cells lines, supporting their ubiquitous nature. We
cultured a panel of immortalized tumorigenic and non-tumorigenic epithelial lung cell
lines HBEC-3, HBEC-3-RasV12, BEAS-2B, BEAS-2B-RasV12, lung cancer cells lines
H1975, A549, H1650, H23 and H441, as well as mesothelioma cell lines H2452,
H2052, H28 and the immortalized MSTO-211H cells, such cell lines being categorizing
according their ability to express or not RASSF1A, depending on RASSF1A gene
methylation status (Figure S1A).The TNTs are considered not attached to the
substrate as they hover freely in medium and we can observe the bodies of cells and
the middle of TNTs in two different optical sections and not with the same focus through
microscope (Lou et al., 2012a, Ady et al., 2014; Benard et al., 2015). To ensure that it
is the case, we either used the time laps (we thus can see that TNTs are even capable
of passing above the other attached cells as showed on Movie. 1) or observed TNTs
on fixed cells with confocal microscope and not with an epifluorescence microscope to
allow discrimination of cells extension touching the substrates from cell bridge (Movie.
2). We report that each cell type exhibited TNTs independently of their genetic
background or their tumorigenicity. As illustrated, for one epithelial lung cell line,
HBEC-3, and one mesothelial cell line, H28, the observed structures, displayed either
the specific characteristics of TNT-1 (typel) with the presence of actin and microtubule
structures (Figure 1A) or filopodia-like TNT-2 (type2), which contains only actin
filaments (Figure 1B) (Benard et al., 2015). For more elucidation, we have performed

the immunofluorescence experiments with Fascin antibody, which is a known filopodia



marker (Vignjevic et al., 2006). We have systematically observed the presence of
fascin along actin filaments through thin structure of filopodia (Figure S1B); however,
the results with TNTs remained more variable, where fascin has been detected along
TNT in some cells but not others (Figure S1C). These results are better explained by
the two different scenario of TNT formation (Abounit & Zurzolo, 2012). Accordingly, we
postulate that fascin is present in TNT when they are formed by “actin driven
protrusion”, while it is absence when the TNT are issued of “cell dislodgement
mechanism”.

For further extended demonstration of TNT membrane and morphological
structures, we used subsequently STimulated Emission Depletion (STED) nanoscopy,
which provides higher lateral resolution. In this regard, the clear cytosolic tunnel, with
wider tip on donor cell side and thinner end point on acceptor cell side, was confirmed
in TNT1 (Figure 1C). A cytosolic tunnel was not distinguishable in TNT2 (Figure 1D),
as previously reported (Benard et al., 2015). To evaluate TNT formation in a more
physiologically relevant microenvironment, the cells were seeded between two layers
of type | collagen matrices (see Materials and Methods), which has been reported to
induce a switch from a 2D to a 3D morphology and to mimic in vivo cellular environment
(Artym & Matsumoto, 2010). Consequently, we further confirmed TNT formation in a
3D environment by staining the cells with Alexa 488-wheat germ agglutinin (WGA)
(Figure 1E), a lectin commonly used to stain TNTs (Pasquier et al., 2013; Benard et
al., 2015). The use of scanning electron microscopy makes it possible to better assess
the appearance of TNT formation and its anchoring to the target cell for H28 cells
(Figure 1F) such as HBEC-3 cells (Figure 1G).

Finally, subsequent studies with time-lapse imaging supported the intercellular

communication between cultured HBEC-3 cells via TNTs (Movie 3), as it was also



observed by transport of vital mitochondrial dye (MitoTracker) along TNTs in HBEC-3
(Figure 1H) as H28 (Figure 11). The functional activity of TNTs was further reinforced
upon transfer of vesicles along TNT using lysosome (LysoTracker, Figure S1D &

Movie 4) and endoplasmic reticulum (ER-Tracker, Figure S1E) fluorescent dyes.

RASSF1A decreases overall TNTs number and length.

As RASSF1A was shown to modulate both tubulin- and actin- related structures
(Liv et al., 2003; Dallol et al., 2004; Dubois et al., 2016), we then looked for the role of
RASSF1A in TNTs formation. We predominantly focused on TNT type 1 (TNT-1) as
they are responsible for the transfer of materials between the cells (Onfelt et al., 2006;
Wang & Gerdes, 2015). We report that all RASSF1A-depleted cell lines (Table S1)
except one, displayed significantly higher number of TNT-1 as compared to the cells
with normal basal RASSF1A expression (Figure 2A-B & Figure S2A). There was only
one exception for the H1975 cell line which exhibited numerous numbers of TNT-1
structures despite a wild type RASSF1A expression (Figure 2A & Figure S1A).

To confirm whether influencing RASSF1A expression in vitro could also
modulate the occurrence of TNTs formation, RASSF1A knockdown or re-expression
was achieved, respectively, in two cell lines with wild type expression of RASSF1A
(HBEC-3 and H2452), and two other cell lines (H28 and A549), which RASSF1A
epigenetic silencing (Table S1 & Figure S1A). We observed that extinction of
RASSF1A expression in nontumorigenic HBEC-3 cells, using two different RNA
interference (Dubois et al., 2016) (Figure S2B), increased the average number of TNT-
1 per cell (2-fold, p <0.01, Figure 2C &E & Figure S2C), as compared to the cells
treated with control RNAI. Besides, after RASSF1A depletion, the mean cell-to-cell

length of TNT-1 was 1.5 fold higher and could reach up to about 250 microns in length,



while control HBEC-3 cells transfected with non-relevant siRNA exhibited TNT-1
reaching not more than 170 microns in length (p <0.01, Figure 2D-E). For clarity, only
the data with one RASSF1A RNAI is shown. The same result was also observed in
malignant mesothelioma H2452 cells line after RASSF1A depletion (Figure S2D,
Figure 2F).

Next, we investigated whether RASSF1A depletion was able to induce
functional TNT-1, which allow long distance communication between cells. In this
regard, transfected cells were divided in two groups. Each group were labeled
separately by either Green or Red MitoTracker dyes (Molecular Probes) before being
reseeded together. Time lapse imaging of siNeg or SiRASSF1A treated HBEC-3 cells
revealed the enhanced transfer of mitochondria after RASSF1A depletion, quantified
by cells which contain double labeled MitoTracker dye (Figure 2G-H). Interestingly,
intercellular transfers of cytoplasmic content through TNT-1 occurred similarly between
the co-culture of RASSF1A-depleted HBEC-3 cells with different cell line, as shown
with the Mitotracker labeled epithelial BEAS-2B cells or mesothelial H28 cells and even
healthy lung fibroblast cells (Figure 2I).

Concordantly, transfection of the plasmid encoding wild type RASSF1A in
malignant mesothelioma H28 cell line and lung epithelial A549 (Figure S2F),
decreased significantly not only TNT-1 formation, but also their length and intracellular
transfers of mitochondria, compared to the cells transfected with the control plasmid
(Figure 2J-N & Figure S2E). Taken together, these data provide evidence of the role
of RASSF1A in TNTs formation and support the existence of a specific signaling

pathway, which leads to an increase of functional TNT-1 after RASSF1A depletion.



RASSF1A knockdown increases TNTs formation in either hypoxic or serum
starved conditions.

Environmental or metabolic stresses, such as hypoxia or nutriment starvation,
are characteristic of the aggressive tumor microenvironment and have been identified
as a hallmark of malignant tumors (Yokoi & Fidler, 2004; Samanta et al., 2014). The
lack of oxygen or nutriments is known to stimulate TNTs formation that serves as an
adaptive response to facilitate the connection of the cells at the long distance for the
exchange of cytoplasmic materials in order to survive in such hostile conditions (\Wang
et al., 2011; Lou et al., 2012a; Desir et al., 2016). To investigate whether RASSF1A
depletion could still enhance TNT-1 occurrence in these conditions, 48h after
transfection, the HBEC-3 cell lines were exposed for another 24h to either hypoxic
environment with 0.1% oxygen or starved in a low-serum medium (0.5% FBS).

To confirm the oxygen deprivation in culture, hypoxia inducible factor-1a (HIF-1a)
expression was examined by immunofluorescence in the cells exposed to either
normoxic or hypoxic conditions, since HIF-1a is known to maintain cellular
homeostasis in low oxygen levels and thus can serve as an effective molecular marker
of hypoxia (\Vukovic et al., 2001). We actually found a nuclear HIF-1a signal in HBEC-
3 cell in hypoxic culture condition as compared to the cells cultured in normoxic
condition, in which no HIF-1a signal was detected (Figure 3A). The effect of serum
deprivation is also confirmed by the increase of altered-nucleus cells after DAPI
staining compared to control cells with intact nuclei (Figure 3B).

As stated earlier in the cells cultured in standard medium conditions (10% fetal
bovine serum and normoxic environment), RASSF1A depletion did increase the
number of TNT-1. In either hypoxic environment or in the cells exposed to serum

deprivation, RASSF1A depletion still enhanced significantly TNT-1 formation



compared to the cells transfected with control RNAI (Figure 3C-D). These data suggest
that RASSF1A promoter methylation, observed at the early pre-invasive stage of
cancer development (De Fraipont et al., 2012), may actually be beneficial for cell

survival during environmental or metabolic stresses.

Vimentin and actomyosin are needed for TNTs formation after RASSF1A
depletion.

We then sought to determine whether RASSF1A depletion increased the number
and length of the functional TNTs by influencing cytoskeletal elements. Indeed, in line
with the role of RASSF1A in maintaining epithelial phenotype (Dubois et al., 2016),
increase of vimentin expression (marker of mesenchymal cells (Mendez et al., 2010))
in RASSF1A depleted HBEC-3 epithelial cells was concordant with the increase of
TNT-1 formation (Figure 4A-B), while RASSF1A re-expression in A549 cells,
significantly reduced both vimentin and TNT-1 number (Figure 4C-D). Similarly,
depletion of vimentin by RNAI, decreased significantly the ability of RASSF1A-
knockdown cells to form TNT-1 (Figure 4E-F). These observations suggest a role for
vimentin in TNTs genesis.

We also sought to study the role of other cytoskeletal components, and 48h after
RASSF1A knockdown, HBEC-3 cells were incubated with cytoskeleton disrupting
drugs during 24h, before fixation. Despite the well-known role of RASSF1A in
microtubules stabilization (Dallol et al., 2004; El-Kalla et al., 2010), stabilization of the
microtubule by paclitaxel (10 nM) or their depolymerization with nocodazole (10 uM)
did not affect the enhancement of TNT-1 formation induced by RASSF1A knockdown
(Figure 4G-H). In contrast, inhibition of myosin Il ATPase with blebbistatin (5 pM)

increased not only the TNT-1 formation in control cells, but also showed an



additive effect with RASSF1A depletion on enhancement of TNT-1 genesis (Figure
4G-H). We also find that RASSF1A knockdown reduced the mRNA expression of
Myosin 9 and 10 heavy chains mMRNAs and increased the expression of Myosin 9 light
chain transcript (Figure 41). These data confirm the previously identified role of the loss
actin bundles in TNTs formation (Gurke et al., 2008; Osteikoetxea-Molnar et al., 2016),
while conversely supporting a new role for RASSF1A as a modulator of TNTs

formation, through control of myosin expression and actin filaments contractility.

Exosomes released by RASS1A depleted cells affect TNT formation.

To gain further insight in the singular role of RASSF1A depletion on TNTs
formation, we investigated how TNTs formation was triggered. Recently, vesicles from
exosomes were also determined as mediators of TNTs formation in mesothelioma cells
(Thayanithy et al., 2014b). Interestingly, our preliminary observations also revealed the
presence of multiple vesicles-like structures in the cytoplasm of RASSF1A-knockdown
cells (Movie 5). A closer look on the images captured by electron microscopy (Figure
5A), confirmed that RASSF1A depletion did increases the number of vesicles (Figure
5B), without affecting their diameters (Figure 5C). To our surprise, the quantification
of the exosome released in culture media by RASSF1A knockdown cells did not differ
from the control cells (Figure 5D). Therefore, we postulated that exosome production
and content might be influenced by RASSF1A expression. In line with this hypothesis,
the immunofluorescence staining of cofilin, a protein implicated in exosome biogenesis
and function (Thery et al., 2001), confirmed a clear increase in cofilin content within
exosome structures upon RASSF1A depletion (Figure 5E).

To test whether the exosome contents can modulate TNT-1 formation, 48 hours

after transfection, the medium from siNeg- or SIRASSF1A-transfected HBEC-3 cells



was collected and transferred to the parental non-treated HBEC-3 cells. Remarkably,
24 hours after medium transfer, we noticed a significant increase of TNT-1 formation
in HBEC-3 cells incubated with the medium issued from RASSF1A-depleted cells
(Figure 5F-G). This data reveals that the increase of TNT-1 formation after RASSF1A
depletion could occur, at least in part, by the secretion-dependent mechanisms and by

the release of exocytic vesicles in the extracellular medium.

TNTs formation induced by RASSF1A silencing simultaneously depends on
GEF-H1 inactivation and Rab11 activation.

Next, we investigated which potential mechanistic pathway was essential for
TNTs formation in RASSF1A-depleted cells. Recently, our group demonstrated that
RASSF1A depletion inhibits the anti-metastatic RhoB GTPase via phosphorylation and
inactivation of GEF-H1, with potential implications to delay the progression of RASSF1-
hypermethylated lung tumors (Dubois et al., 2016). Interestingly, GEF-H1 was also
reported to be required for endocytic and exocytic vesicle trafficking (Pathak &
DerMardirossian, 2013). Therefore, we wondered whether the increase of TNT-1
formation in RASSF1A-depleted cells was actually mediated by GEF-H1 inactivation.

In this respect, GEF-H1 inactivation was achieved by siRNA in either HBEC-3 or
H2452 cell lines with normal RASSF1A basal expression (Figure S3A-C). In line with
our hypothesis, in both cell types, GEF-H1 depletion significantly elevated the TNT-1
formation in control cells, comparable to the level of TNT-1 number in the cells depleted
for RASSF1A (Figure 6A-B and Figure S3D-E). Therefore, these data support the
idea that the effect of RASSF1A could be mediated by GEF-H1 signaling.

Furthermore, it is known in the literature that loss of GEF-H1 induces the

accumulation of Rabl11l (Pathak et al., 2012), a small GTPases regulating exocytosis



at the plasma membrane (Takahashi et al., 2012). Rablla and Rab11b are two closely
related Rab11 isoforms, which are ubiquitously expressed in most tissue (Campa &
Hirsch, 2017). Previously, Rablla was also implicated in the TNTs formation (Zhu et
al., 2016). Accordingly, we observed increased expression of Rabl1a/b in the absence
of RASSF1A (Figure S3F-G). In this context, we aimed to determine if elevated
amount of Rab11 was also involved in the induction of TNTs observed in RASSF1A
depleted cells. Hence, by using both Rab11a and Rab11b RNAiin HBEC-3 and H2452
cell lines (Figure S2H-J), we observed that loss of Rabl1la or Rab11b induced a clear
and significant reduction in the number of TNT-1 in RASSF1A-knockdown cells,
compared with cells treated with SIRASSF1A alone (Figure 6C-D and Figure S2K-L).
In addition, by quantifying mitochondria transfer between the cells, using
MitoTracker, we tested whether altering either GEF-H1 or Rabl1l expression,
coincided with the modulation of functional TNTs formation, to allow long distance cell-
cell communication. Consistent with above data, confocal and time-lapse imaging
showed that loss of GEF-H1 in HBEC-3 cell line, led to an increased number of double
positive cells, indicative of effective organelle transfer (Figure 6E-F). Conversely,
double knockdown of both RASSF1A and Rabl1la, or Rabl1b, which decreased
significantly the TNT-1 induction, repressed the intercellular mitochondria transfer
(Figure 6G-H). It is of note that the absence of double-labeled mitochondria in
individual cell, which did not show any contact via TNTs during time-lapse imaging,
argues against the passive dye transfer between the cells. Overall, these results
indicate the role of GEF-H1/Rab11 signaling in association with RASSF1A expression,

in the control of intercellular communication, by modulating TNTs formation.



Discussion

We previously showed that the loss of expression of the tumor suppressor gene
RASSF1A was a factor of poor prognosis in patient with non-small cell lung cancer (De
Fraipont et al., 2012) since the inactivation of RASSF1A, by altering both the Hippo
and Rho signaling pathways, led to the acquisition of a metastatic phenotype by the
tumor cells. Here, we hypothesized that the RASSF1A knockdown could also affect
intercellular communication via tunneling nanotubes (TNTs), since TNT-1 contains
actin and microtubules (Bénard et al., 2015), two elements of the cytoskeleton
influenced by RASSF1A cell content (Dubois et al., 2016). With the present work, we
now provide-evidence that RASSF1A, by controlling proper GEF-H1/Rabl1l activities
and cytoskeleton architecture, also prevents TNTs formation in bronchial epithelial or
pleural mesothelial cells.

TNTs were first described in vitro in 2004 in the rat pheochromocytoma PC12
cells (Rustom et al., 2004), before being observed in several other cell types
(fibroblasts, epithelial cells, immune cells, cardiomyocytes, hippocampal astrocytes,
mesenchymal stem cells), as well as in primary cancer cell lines (from ovarian, breast,
pancreatic, prostate or colon cancers) (Lou et al., 2012a). TNTs have then been
described ex-vivo in tumor samples from patients with malignant pleural mesothelioma
or lung adenocarcinoma (Sisakhtnezhad & Khosravi, 2015). Here, by using a panel of
different lung epithelial and mesothelioma cell lines, we confirm that TNTs are
ubiquitous cellular structures, since all the cell lines studied displayed cell extensions
with the specific characteristics of TNTs (Figure 1). We also observed that these TNTs
enhanced intercellular exchange, time-lapse imaging revealing the presence of
organelles such as mitochondria, lysosome or endoplasmic reticulum along TNTs

going from one donor to one acceptor cell (Figure 1 and supplementary Figure 1).



The analysis of the different native lung epithelial and mesothelioma cell lines, as
the analysis of lung and mesothelial cells upon RASSF1A silencing, or conversely re-
expression pointed out the preferential formation of TNT-1 in RASSF1A-depleted cells,
compared to cells with normal RASSF1A expression (Figure 2). Only H1975 cell line,
despite a normal expression of RASSF1A, exhibited numerous numbers of TNTs
formation which could be explained by the activating mutation of PI3K on these cells
(Nukaga et al., 2017), since PI3K was previously implicated in TNTs induction (Wang
et al., 2011; Sisakhtnezhad & Khosravi, 2015).

We demonstrate here that RASSF1A prevents TNT-1 by its control on both actin
cytoarchitecture and intermediate filaments components. Indeed, while microtubule
and actin are the main building blocks of TNTs genesis and stabilization (Gerdes et al.,
2007), we provide evidence that TNT-1 induced by RASSF1A silencing in bronchial
epithelial or mesothelial cells did not depend on microtubules since TNT-1 were
insusceptible to either pharmacologic stabilization of microtubules by paclitaxel or
further depolymerization by nocodazole (Figure 4). While some studies showed the
involvement of the microtubules in the formation of TNTs (Wang & Gerdes, 2015),
others did not find such a role (Roberts et al., 2015; Kumar et al., 2017), suggesting
that the role of microtubule in TNTs formation, may vary depending on the cells type.
Conversely, in line with previous reports, we confirmed the involvements of actin,
because the loss of actomyosin filaments network induced by blebbistatin treatment
impaired TNTs formation in our cells (Gerdes et al.,, 2007; Gurke et al., 2008;
Osteikoetxea-Molnar et al., 2016; Hanna et al., 2017). RASSF1A depletion enhanced
synergistically the effects of blebbistatin to drive extension of TNTs protrusions (Figure
4). Accordingly, RASSF1A depletion also influenced different myosin’s chains

expression. A potential explanation for these results might come from our previous



data where RASSF1A depletion was found to influence actin structure through
modulating both Rho GTPase and LIMK/Cofilin signaling pathways (Sit & Manser,
2011; Dubois et al., 2016), proteins largely linked to modulation of actomyosin
assembly (Arnold et al., 2017; Wiggan et al., 2017). In addition, we revealed that
increase of intermediate filament vimentin, after acquisition of EMT in RASSF1A
depleted cells (Dubois et al., 2016), might also contribute to the TNTs formation. Few
reports have characterized the presence of intermediate filament such as vimentin
along the length of TNTs (Veranic et al., 2008; Ady et al., 2014). Here, we confirmed
not only the presence of vimentin along TNTSs, but also, we found out that the increase
of vimentin expression was concomitant with TNTs formation while vimentin silencing
by siRNA decreases TNT-1 formation (Figure 4). Besides, it is of note that EMT was
shown to be a favorable factor to induce TNTs formation (Lou et al., 2012b).

The TNTs induced by the loss of RASSF1A in bronchial epithelial or mesothelial
cells are functional and allow the exchange of organelles and in particular of
mitochondrial, lysosome or endoplasmic reticulum between cells (Figure 2). As
RASSF1A methylation occurs at the early stage of numerous human cancers and its
inactivation is associated with more aggressive tumor phenotype (Donninger et al.,
2007; Hesson et al., 2007), increase of TNT-1 formation in the absence of RASSF1A,
could act by stimulating metabolic adaptation of cancer cells at the early stage, and
could further participates to the emergence of resistance during drug treatment. Tumor
microenvironment is often hypoxic, inflammatory and nutrient-poor during cancer
growth. The transfer of different cytoplasmic components including oncogenic genetic
materials or nutrients, via TNT-1 has already been suggested to be responsible for the
acquisition of functional benefits and phenotypic modifications helping cell survival

during environmental or metabolic stresses (Ady et al.,, 2014), and even to be



responsible for causing and/or maintaining drug resistance (Ambudkar et al., 2005,
Pasquier et al., 2013). For instance, it has been shown that hypoxia can also induce
TNTs-mediated communication (Desir et al., 2016), and active transfers of
mitochondria through TNTs was suggested to rescue aerobic respiration in cells with
dysfunctional mitochondria (Spees et al., 2016). Importantly, increase of TNT-1
formation in the absence of RASSF1A still occur in either hypoxic or serum starved
conditions (Figure 3). Further, an increased release of exosome was found to be
triggered by environmental or metabolic stress (Azmi et al., 2013; Kucharzewska &
Belting, 2013) as it was observed in a similar way for TNTs formation (Wang et al.,
2011; Lou et al., 2012a; Désir et al., 2016).

Given the ability of RASSF1A to influence LIMK/Cofilin activity (Dubois et al.,
2016) and the identified role of cofilin in exosome release (\Wolf et al., 2015), another
interesting insight was to explore the simultaneous implication of both RASSF1A and
exocytosis in TNTs formation. We have observed that the addition of the media issued
from RASSF1A-depleted cells was sufficient to enhance the TNT-1 formation in non-
treated cells (Figure 5). Considering this result and in line with previous reports (Ohno
et al., 2010; Mukerji et al., 2012; Schiller et al., 2013), we postulated that the increase
of secretion or uptake of exosomes after RASSF1A knockdown could also be
introduced as potential chemotactic stimuli acting as paracrine effectors to induce TNT
formation. They encapsulate the cytosol of the producing cell containing various
effector molecules such as proteins and microRNAs as well as cytoskeleton
components including microtubule and actin binding proteins. However, it is still not
established whether exosome itself or cytosolic signaling molecules carried within are
responsible for the role of exosomes in TNTs formation (Hood et al., 2009 ; Mineo et

al., 2012 ; Thayanithy et al., 2014b). Moreover, we cannot completely exclude the
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possibility that secretion of cytokine and chemokine-based signaling molecules, could
act in concert with exosomes to increase TNT formation. In this regard, it has also been
shown that TNT stimulate the secretion of prosurvival cytokines (Polak et al., 2015). In
addition, exosomes are also able to affect cytokines expression profiles (Hood et al.,
2009; Whiteside, 2016). It is of note that characterizing key players of the exosomes
or other freely diffusible signals in TNT formation is the main subject of ongoing work
in our laboratory.

Mechanistically, we finally demonstrate that RASSF1A prevents TNTs by
regulating both the cytoskeleton and exocytosis, since controls proper GEF-H1 and
Rabl1l activities. Our group has previously demonstrated that RASSF1A knockdown
can induce EMT and increase of invasiveness, at least in part, through GEF-H1
inactivation (Dubois et al., 2016). Besides, it is known that GEF-H1 is a microtubule
binding protein, which can also influence the dynamics of the actin filaments by
modulating either Rac or Rho activities (Birkenfeld et al., 2008). Using confocal and
time-lapse imaging, we reported that GEF-H1 depletion actually increased both TNTs
formation and intercellular transfer between the cells (Figure 6). Accordingly,
RalGPS2, an independent GEF for the Ral GTPase, was also shown to promote the
TNTs formation through rearrangement of actin cytoskeleton in bladder cancer (D’Aloia
et al.,, 2018). While previously described in Hela cells (Pathak et al., 2012), we
confirmed here in bronchial epithelial or pleural mesothelial cells that GEF-H1
depletion did induce Rab11l accumulation (Supplementary Figure 3). However, from
our results, we suggest that GEF-H1 depletion increase exosome secretion, whereas,
Pathak et al., indicate a negative role for GEH-H1 depletion in regulation of exocytosis.
Two different hypotheses have been put forward to reconcile these disparate

observations. The first, these conflicting data may be explained by context-dependent



expression of GEF effectors or their modification. Indeed, the GEF-H1 inactivation
induced by RASSF1A silencing, leads only to the decrease of RhoB expression and
activity, without affecting RhoA levels (Dubois et al., 2016). On the contrary, the former
study show RhoA activation in response to RalA-Sec5 signaling (Pathak et al., 2012).
Alternatively, differences in cell type or the experimental design in the two studies may
be another reason for the opposing results. On the other hands, Rab11 knockdown in
RASSF1A-depleted cells, actually decreased the induction of TNTs and subsequent
organelle transfer. In line with our results, a recent study demonstrated that
downregulation of Rab11 in Schwann cells decreased the formation of functional TNTs
and vesicle transfer between the cells (Zhu et al., 2016). Thus, decrease of GEF-H1
activity, in addition to Rab11 accumulation after RASSF1A knockdown, induces the
increase of TNTs formation, possibly by altering exocytosis. In agreement with the role
of exocytosis in TNTs formation reported here and by others (Mukerji et al., 2012;
Schiller et al., 2013), it is interesting to note that accumulation of Rab11 induced by
GEF-H1 depletion (Pathak et al., 2012; Pathak & DerMardirossian, 2013) was
previously shown to regulates exocytosis at the plasma membrane (Takahashi et al.,
2012).

Taken together, we provide evidence here that RASSF1A depletion increased
the number and length of functional TNTs. It occurred mechanistically because of i)
increase of vimentin expression upon the induction of EMT i) loss of actomyosin
network through modulating both Rho GTPase and LIMK/Cofilin signaling pathways
and iii) control of exosome release possibly by inducing GEF-H1 inactivation and

RAB11 upregulation (Figure 7).



Conclusions

To our knowledge, this study represents the first evidence for a role of RASSF1A
in TNTs formation. Thus, we postulate that RASSF1A methylation within the complex
and heterogeneous tumor microenvironment would allow the cancer cells to transmit
cytoplasmic components (proteins and genetic material) over a long-range distance
through TNTs to neighbor cells. Accordingly, targeting TNTs formation appears to
consist of a promising therapeutic strategy for preventing development of
chemotherapy resistance cancer cells. However, further in-depth preclinical and
clinical studies are warranted to investigate the physiologic impact of TNTs within the

tumor-stromal matrix and the role of RASSF1A alteration in such phenomenon.
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Type 1 TNT = Type 2 TNT
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Figure 1 - Bronchial as mesothelial cells establish both TNT1 and TNT2 and transfer mitochondria to
other cells along TNTL1.

(A-B) Representative images of cytoskeletal elements presented in either TNT1 or TNT2. HBEC-3 and H28
cells were fixed and labelled with actin (green) and tubulin (red). Boxed regions were used for the zoom of
each channel. (C-D) Structural analysis of TNTs subtypes in HBEC-3 and H28 cells through deconvoluted
gCW STED nanoscopy. The cells were fixed and stained with Phalloidin for actin filaments. Arrowheads
indicate the TNT2. (E) Representative image of TNT between HBEC-3 cells cultivated in 3D collagen matrix
along with an optical sections reconstructed in three dimensions. (F-G) Representative image of TNT
between H28 (F) and HBEC-3 (G) using scanning electron microscopy. (H-1) Montage of MitoTracker dye
movement (arrow heads) along TNT in live HBEC-3 (H) and H28 (I) cells using time-lapse fluorescence
video microscopy. Cells were imaged every min for 1 h. See Materials and Methods for protocol details.
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Figure 2 - RASSF1A expression decreases overall TNT number and length.

(A) Quantitative description of the average number of TNTs established for each cell line. TNT’s number
was classified as low (+), moderate (++) or high (+++) if there were observed <1, 1<3 or >3 TNT per cell
respectively (B) Representative images of TNT in HBEC-3, A549 and H28 cell lines fixed and stained with
tubulin. (C) Quantification of the TNT number and (D) length (um) in HBEC-3 cell line along with (E)
representative images. The HBEC-3 cells were treated with control or RASSF1A RNAi as indicated.
Western blot showing the efficiency of RASSF1A depletion in HBEC-3 cells 72h after RNAI treatment.
Arrowheads indicate the TNTs. Roman numerals mark the examples of the TNT in the zoomed images. (F)
Representative image of TNT between H2452 expressing or not (SiRASSF1A) RASSF1A using scanning
electron microscopy (G) Quantification and (H) representative images of HBEC-3 cells contained both
green and red MitoTracker dyes after RNAI treatment as indicated. (I) Representative images of the double
labeled MitoTracker dyes in co-culture of RASSF1A-depleted HBEC-3 cells with BEAS-2B, H28 or healthy
lung fibroblast cells (J) Quantification of the TNT number and (K) length (um) in H28 cell line along with (L)
representative images. The H28 cells were transfected with construct encoding wild-type RASSF1A as
indicated. The TNTs are show with arrowheads. Western blot showing the efficiency of RASSF1A
transfection in H28 cells 24h after treatment. (M) Quantification and (N) representative images of H28 cells
contained both green and red MitoTracker dyes after pcDNA transfection as indicated. Values are the mean
+ SEM of three independent experiments in almost 200 cells. Statistical significance was calculated and p
value are indicated by asterisks: *p<0,05. See Materials and Methods for quantification details of each
experiments.
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Figure 3 - TNTs induced by RASSF1A depletion still occurs in either hypoxic or serum starved
conditions.

(A) Representative images of HIF-1a in HBEC-3 cells incubated for 24h in normoxic or hypoxic (0.1% O)
condition after transfection with either control or RASSF1A RNAi. (B) Representative images of the
increased number of multi-nucleus HBEC-3 cells, as the result of serum deprivation compared to the cells
incubated in normal condition with intact nuclei. (C) Quantification of TNT number in control and RASSF1A
depleted HBEC-3 cells after incubation in either hypoxic or serum starved conditions and (D)
Representative images. The TNTs are show with arrowheads. Roman numerals mark the examples of the
TNT in the zoomed images. Values are the mean * SEM of three independent experiments in
approximately 200 cells. Statistical significance was calculated and p value are indicated by asterisks:
*p<0.05, **p<0,01; ***<0,001.
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(A) Quantification and (B) representative images of Vimentin expression in HBEC-3 cells transfected with
SiINEG or siRASSF1A. (C) Quantification and (D) representative images of Vimentin expression in A549
cells transfected with pcDNA control or RASSF1A. (E) Quantification and (F) representative images of TNT
formation in HBEC-3 cells transfected with either siVimentin alone or in combination with siRASSF1A. (G)
Representative images and (H) quantification of TNT number in control and RASSF1A depleted HBEC-3
cells after incubation with paclitaxel (10 nM), nocodazole (10 uM) or blebbistatin (5 uM) for 24 h before
fixation and staining with a-tubulin. The TNTs are show with arrowheads. Roman numerals mark the
examples of the TNT in the zoomed images. (C) The mRNA expression was assayed using RT2 ProfilerTM
Cell motility PCR Array (Qiagen). B.-microglobulin was used as an internal control. Values are the mean *
SEM of three independent experiments in almost 200 cells. Statistical significance was calculated and p

o
1

(Base 100 vs siNeg)
g 3 2

mRNA expression

o

DMSO Pac Noc Blebb MYH10 MYH9 MYL9
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Figure 5 - Exosomes released by RASSF1A depleted cells affect TNT formation.

(A) Representative images and (B-C) quantification of cytoplasmic vesicles number and diameter (um) by
electron microscopy in HBEC-3 cells after transfection with control or RASSF1A RNAI. The vesicles are
show with yellow arrowheads. (D) Quantification of the exosome release in control and RASSF1A
knockdown HBEC-3 cells. (E) Representative images of cofilin staining in cells transfected with RNAIi as
indicated. (F) Quantification and (G) representative images of the TNT formation in non-treated HBEC-3
cells incubated with supernatant obtained from siNEG or siRASSF1A treated cells during 24h. The TNTs
are show with arrowheads. Values are the mean + SEM of three independent experiments in approximately
200 cells. Statistical significance was calculated and p value are indicated by asterisks: **p<0.01.

55



>
w

HBEC=3 SiNEG SiRASSF1A
# SiNEG » siRASSF1A siNEG siRASSF1A + SiGEF-H1 + SiGEF-H1

e ok
Oﬁ

+siNEG  +siGEF-H1

- N w
(2] N o
o o o
! 1

HBEC-3

~
o
1

Average number of TNTs/
cells (Base 100 vs siNeg)

(e
o

siNEG siRab11a siRab11b
HBEC-3
» SINEG » siRASSF1A
DS 300 * dkk Q
o ke g
Z 2z =
@ 225 [ ®
N &
0o i
€S 150 2
S o 1]
cw = =y <
o 8 * =
o0 754 — w
s %) (2]
23 2
< © 0 o
+siNEG +siRab11a +siRab11b @ .
um
E HBEC-3 F
= SiNEG = SiRASSF1A SiNEG siRASSF1A

siNEG siRASSF1A + siGEF-H1 + siGEF-H1

~
o

Cells with both
Mitotracker (%)
o
o
HBEC-3

N
o
1

R SR
*%
0- ;i II

+siNEG  +siGEF-H1

HBEC-3 siRab11a
» siNEG » siRASSF1A

ok

=

+siNEG '+siRab11a’ +siRab11b

=2
o

»
o
siNEG

HBEC-3

=
siRASSF1A

Cells with bothMitotracker (%)
w
o

o
1

Figure 6 - TNTs formation in the absence of RASSF1A is dependent on GEFH1 inactivation and
Rab11 activation.

(A) Quantification and (B) representative images of the TNT formation in HBEC-3 cells transfected with
SiNEG or siRASSF1A in combination with siGEFH1. (C) Quantification and (D) representative images of the
TNT formation in HBEC-3 cells transfected with SINEG or siRASSF1A in combination with either siRablla
or siRab11b. (E and G) Quantification and (F and H) representative images of HBEC-3 cells labeled with
both green and red MitoTracker dyes after RNAI treatment as indicated. Values are the mean + SEM of
three independent experiments in at least 200 cells. Statistical significance was determined by Student’s t-
test and p value are indicated by asterisks: *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. The TNTs are show with
arrowheads.
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Figure Supplementary 1 — (A) The panel of RASSF1A expression in all the cell lines used in this work by
RT-PCR. (B-C) Representative images of fascin co-staining along actin in both filopodia and TNTs
structure. (D-E) Representative images of (D) Lysosome (LysoTracker) and (E) endoplasmic reticulum (ER-
Tracker) along TNT in HBEC-3 epithelial cells.
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Figure Supplementary 2 - RASSF1A expression modulates overall TNT number.

(A) Representative images of TNT-1 in the cell lines, as indicated (B) immunofluorescence quantification
and images indicating a reduction of RASSF1A expression after knockdown (C) Representative image of
TNT-1 after RASSF1A depletion by siRASSF1A(2) (D) Quantification of the TNT number along with
representative images of H2452 cells transfected with either control or RASSF1A RNAI as indicated. (E)
Quantification of the TNT number in A549 cell line along with representative images. The H28 cells were
transfected with construct encoding wild-type RASSF1A as indicated. Arrowheads indicate the TNTSs.
Roman numerals mark the examples of the TNT in the zoomed images. (F) Representative image of
RASSF1A and actin immunostaining showing the efficiency of pcRASSF1A transfection in H28 and A549
cells with methylated RASSF1A. Statistical significance was determined by Student’s t-test and p value are
indicated by asterisks: *p<0.05.
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Figure Supplementary 3 - TNTs formation in the absence of RASSF1A is dependent on GEFH1
inactivation and Rab11 activation.

(A-B) Immunofluorescence and (C) RT-PCR images showing the efficiency of GEFH1 depletion in cells 72h
after RNAI treatment. (D) Quantification and (E) representative images of the TNT formation in H2452 cells
transfected with SINEG or siRASSF1A in combination with siGEFH1. (F-G) Immunofluorescence images
showing the increase of Rabll expression after RASSF1A depletion. (H) RT-PCR and (I-J)
Immunofluorescence images showing the efficiency of Rab11 depletion in cells 72h after RNAI treatment.

(K) Quantification and (L) representative images of the TNT formation in H2452 cells transfected with
SiINEG or siRASSF1A in combination with either siRablla or siRabllb. Values are the mean + SEM of
three independent experiments. Statistical significance was determined by Student’s t-test and p value are
indicated by asterisks: *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. The TNTs are show with arrowheads.
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En apportant la premiére preuve de [limplication de RASSF1A dans la
communication entre cellules tumorales et/ou cellules du microenvironnement, via les
TnTs, et la probable adaptation de la tumeur & son microenvironnement, cet article
conforte le role prété a RASSF1A de suppresseur de tumeur et de métastase.
L’inactivation de son expression par hyperméthylation du promoteur de son géne

constitue de fait un biomarqueur des cancers.

1. La perte d’expression de RASSF1A : intéréts et place en

clinique.

1.1. Les mécanismes moléculaires de I'inactivation de RASSF1A :
La perte d’expression de RASSF1A par les cellules cancéreuses est un
évenement précoce et fréquent dans de nombreux cancers (1). Elle est due a la
délétion du bras court du chromosome 3 (comprenant le locus du géne RASSF1
(3p21.3) (2)) et a la méthylation de novo des ilots CpG de la région du premier
promoteur de RASSF1 de l'alléle restante (2). Dans la pathogénie du cancer du
poumon, la délétion du bras court du chromosome 3, est également un événement de
survenue précoce, puisqu’elle est retrouvée a la fois dans les Iésions prénéoplasiques
et néoplasiques infiltrantes, avec des fréquences de 78% et 96% respectivement (3).
Les mutations inactivatrices du gene RASSF1A sont quant a elles rares (4). En
revanche, certains microARNSs, tels les miR-602, miR-181a/b et miR-214-3p, peuvent

également inhiber I'expression de RASSF1A dans différents cancers (5-7).
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1.2. L’hyperméthylation du promoteur du gene RASSF1, un

biomarqueur des cancers a différents égards :
Si la méthylation de novo des ilots CpG de la région du premier promoteur du
géne RASSF1 est frequemment retrouvée dans de nombreux cancers, elle I'est

rarement dans les tissus normaux ; elle constitue de fait, un biomarqueur diagnostique

des cancers (1,8).
Dans certains cancers, tel le cancer bronchique non a petites cellules, la
meéthylation du promoteur de RASSF1 constitue également un biomargueur

pronostigue et prédictif. En effet, la méthylation du promoteur de RASSF1 est associée

a des caractéristiques clinico-pathologiques d’agressivité, comme le caractére peu
différencié de la tumeur, le stade avanceé, la survenue de récurrence locale ou de
métastase a distance et la faible survie globale et sans progression, définissant un
sous-groupe plus agressif susceptible de progresser vers un stade métastatique (8,9).
Enfin, la méthylation du promoteur de RASSF1 a été rapportée comme prédisant la
réponse aux chimiothérapies a base de platine, notamment dans des cohortes de

patients atteints de carcinome bronchique non a petites cellules (9-11).

1.3. Intérét clinique de [Ilidentification de la méthylation du
promoteur de RASSF1 :

Malgré le développement de nouvelles thérapies, le cancer du poumon
représente encore un probléme majeur de santé publique, avec une mortalité qui reste
elevée, du fait que la majorité des patients (environ 75%) présente au moment du
diagnostic, un stade localement avancé ou métastatique, non opérable. La chirurgie
étant le traitement le plus efficace, la détection des stades précoces est indispensable
pour améliorer la mortalité de la maladie (12). C’est pourquoi la communauté

scientifique discute de la pertinence du dépistage organisé du cancer du poumon. La
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tomodensitométrie a faible dose chez des personnes fortement exposées au tabac, ou
'ayant été, est 'un des tests de dépistage envisagé, qui a démontré son efficacité en
réduisant la mortalité des patients dépistés (13). Cependant, la sensibilité et la
spécificité de ce test de dépistage, ne semble pas optimale, puisqu’il persiste un risque
de surdiagnostic, de faux positif (conduisant a des procédures diagnostiques
invasives) et que les effets d’expositions répétées a des intervalles réguliers d’un tel
test de dépistage ne sont pas connus. Pour ces raisons, lintérét de la
tomodensitométrie a faible dose comme test de dépistage organisé du cancer du
poumon ne fait pas I'objet d’'un consensus au niveau international, et particulierement
en Europe.

Ainsi, lidentification de nouveaux biomarqueurs, telle la méthylation du
promoteur de RASSF1, pourrait permettre non seulement de détecter ces lésions plus
précocement, mais aussi d’adapter la prise en charge de ces lésions susceptibles
d’évoluer vers une maladie métastatique.

Dans le cadre d’'un dépistage de lésions débutantes, chez des personnes
fortement exposées au tabac ou 'ayant été, pour lesquelles I'imagerie peu spécifique
est prise a défaut, et afin d’augmenter la proportion de patients opérables au moment
du diagnostic, la recherche de la méthylation du promoteur de RASSF1 pourrait se
faire a partir d’'un prélévement sanguin (biopsie liquide). Certaines études ont en effet
démontré une association entre la détection de la méthylation du promoteur de
RASSF1 dans le sang et depuis la piéce de carcinome bronchique non a petites
cellules, avec une sensibilité et spécificité eélevee, respectivement de 85,7% et 100%
(14). Ce test présenterait une bonne sensibilité et une spécificité, un colt acceptable,
peut étre répété a intervalle régulier en toute innocuité, et s’applique a une pathologie

grave et fréquente, pouvant faire I'objet d’'un traitement efficace.
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En termes d’intérét pronostic et théranostic, I'identification de la méthylation du
promoteur de RASSF1 sur matériel biopsique, chez les patients de stade précoce,
s’intégrant a la démarche diagnostique et théranostique préexistante, permettrait
d’identifier un sous-groupe de patients de mauvais pronostic et d’adapter la prise en
charge en discutant une chimiothérapie adjuvante. Dans ce sens, de Fraipont et al. (9)
rapporte dans une cohorte de 528 patients atteints de carcinome bronchique non a
petites cellules de stade précoce, une meilleure réponse au paclitaxel-carboplatine
comparé au gemcitabine-cisplatine, chez les patients méthylés pour le promoteur de
RASSF1. Cependant, s’agissant d’'une étude rétrospective, des études prospectives
(avec comme critére de jugement principal la survie globale) apparaissent nécessaire
afin d’évaluer l'efficacité du doublet paclitaxel-carboplatine chez les patients atteints
d’'une tumeur présentant une hyperméthylation du promoteur de RASSF1, en
comparaison au vinorelbine-cisplatine, traitement actuel de référence en adjuvant
dans les stades précoces possédant le meilleur niveau de preuve (15) ; mais
€galement en comparaison aux autres molécules du doublet a base de platine
(étoposide, gemcitabine) encore largement utilisées en pratiqgue, du fait de leurs
toxicités moindres, permettant par la suite l'inclusion des patients dans des essais

thérapeutiques novateurs, dont le bénéfice attendu serait supérieur.

1.4. Faisabilité de la recherche « en routine » du statut de

méthylation du promoteur du géne RASSF1 :

La recherche du statut de méthylation du promoteur du géne RASSF1 peut
aisément étre réalisée en routine dans les laboratoires par PCR spécifiqgue de
meéthylation (MS-PCR), puisqu’il s’agit d’'une technique peu onéreuse, reproductible,
rapide et facile a mettre en ceuvre (ne nécessitant pas d’équipements lourds).

Toutefois, cette technique présente plusieurs limites.
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En effet, alors que de nombreux travaux de la littérature conférent une fonction
de biomarqueur des cancers a la présence d’'une méthylation du promoteur de
RASSF1, certaines études ne retrouvent pas d’association significative entre cancer
et méthylation du promoteur de RASSF1 (16-19). Or, dans ces études, i) le statut
“‘méthylé” ou “non méthylé” du promoteur de RASSF1, déterminé par MS-PCR, ne
s'intéressait pas strictement aux mémes ilots CpG puisque le couple d’amorce utilisé
pour amplifier la séquence méthylée différait de celui utilisé dans les études rapportant
un impact pronostic et/ou prédictif de la perte d’expression de RASSF1A et ii)
l'appréciation de la présence de la méthylation n’est que qualitative, évaluée
subjectivement sur gel d’agarose, sans contrle de la réelle perte d’expression de
RASSF1A (8,20). Ces deux points constituent des biais majeurs.

Afin d’envisager la recherche en routine du statut de méthylation du promoteur

du géne RASSF1, il est donc crucial i) de clarifier les flots CpG du promoteur de
RASSF1 responsables des caractéristiques clinico-pathologiques observées, d’autant
plus que le promoteur de RASSF1 est relativement grand, et comporte de nombreux
flots CpG (8), et ii) d’harmoniser la méthodologie et le choix des techniques a mettre
en ceuvre. Il convient ainsi d’envisager l'utilisation de technique plus spécifique et
précise que la MS-PCR, tel le pyroséquencage, qui représente une technique de choix,
permettant de quantifier cette fois la méthylation (20), et ayant fait ses preuves dans
une précédente étude s’intéressant a la méthylation du promoteur de RASSF1 dans
le cancer du poumon (9). Dans un avenir proche, les séquenceurs haut débit de 3¢me
génération pourront également nous permettre des analyses robustes du méthylome.
En pratique a Caen, le pyroséquencage apparait a ce jour, étre la méthode
appropriée, d’autant plus qu’il s’agit d’'une méthode maitrisée et utilisée en routine dans

le service d’Anatomie et Cytologie Pathologique du CHU, pour la recherche de
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méthylation du promoteur de MGMT, chez les patients de plus de 55 ans porteurs d’'un
glioblastome. Sa mise au point et sa mise en place en pratique de routine, a la fois sur
matériel biopsique (bloc de paraffine) et sur prélevement sanguin, parait relativement

simple.

1.5. Pourquoi la méthylation du promoteur de RASSF1 n’est pas
déja utilisée en routine ?

La méthylation du promoteur de RASSF1 n’étant pas exclusive vis a vis des
principales altérations moléculaires retrouvées dans le CBNPC (8), son identification
n'a de sens qu’en parallele du profilage moléculaire (déja effectué dans les stades
métastatiques).

En effet, devant I'efficacité relative des chimiothérapies adjuvantes (ne
permettant qu’une amélioration de 5% de la survie globale a 5 ans) et le succes des
thérapies ciblées et de 'immunothérapie dans les stades métastatiques, plusieurs
études évaluent I'intérét de telles thérapies en adjuvant dans les stades précoces (21).

Ainsi, intégrer l'identification de la méthylation du promoteur de RASSF1 au
profilage moléculaire dans les stades précoces, permettrait de balayer 'ensemble des

altérations moléculaires et de proposer une thérapie adjuvante adaptée (dont
I'efficacité reste a prouver en adjuvant).

Cependant, cette approche souléve en pratique la problématique de la quantité
de matériel disponible pour effectuer ce profilage moléculaire, d’autant plus vraie dans
ces lésions précoces difficilement accessibles. La biopsie liquide (prélévement
sanguin), déja indiquée dans la détection des mutations de résistance de 'lEGFR dans
les stades métastatiques (15), pourrait représenter une bonne alternative a la biopsie
tissulaire (22). Ainsi, elle permettrait de réaliser le profilage moléculaire de la tumeur

en recherchant les principales mutations oncogéniques “drivers”, des facteurs
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prédictifs de réponse a I'immunothérapie (notamment la charge mutationnelle), mais
également d’évaluer ou de conforter la pertinence de nouveaux biomarqueurs, et

notamment de la méthylation du promoteur de RASSF1.

1.6. Quelles cibles thérapeutiques faut-il envisager chez les
patients porteurs d’une tumeur avec hyperméthylation du
promoteur de RASSF1 ?

La perte d’expression de RASSF1A est responsable de I'altération de deux
voies de signalisation : la voie des RhoGTPases et la voie Hippo, pour lesquelles des
cibles thérapeutiques ont déja été identifiees, offrant une perspective thérapeutique
pour les patients atteints de CBNPC méthylé pour le promoteur de RASSF1.

Parmi ces cibles thérapeutiques, des inhibiteurs pharmacologiques de ROCK,
I'un des effecteurs majeurs de RhoA, sont actuellement développés et testés chez des
patients atteints de pathologies variées (23) ; des inhibiteurs de YAP sont également
en développement (24,25).

Cependant, aucun médicament pouvant endiguer les effets de [l'altération
concomitante de ces deux voies de signalisation n’a été identifié. C’est pourquoi, nous
recherchons une nouvelle cible thérapeutique, notamment parmi les acteurs de la
communication intercellulaire, puisque les voies de signalisation Hippo et des Rho
GTPAses contribuent a réguler le trafic cellulaire/vésiculaire (26,27). Rechercher une
cible thérapeutique parmi les acteurs de cette communication et notamment des TnTs
constitue une approche originale et innovante ; l'implication de la communication

intercellulaire dans la carcinogenése étant encore peu évaluée.

Aprés avoir discuté de la place et de lintérét en pratique clinique de

I'hyperméthylation du promoteur de RASSF1 comme biomarqueur des cancers, a
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visée diagnostique, pronostique et théranostique, nous allons discuter de l'intérét de
l'identification des TnTs dans les cancers, indépendamment de l'expression de

RASSF1A.

2. Tunneling nanotubes : vers une utilité en clinique ?

2.1. Implication des TnTs dans la carcinogeneése :

Bien que la communication intercellulaire via les TnTs ne soit pas spécifique
aux cellules cancéreuses, le fait qu’ils soient retrouvés en nombre augmenté dans ces
dernieres, plaide en faveur de leur implication dans la carcinogenése. En effet, la
formation des TnTs est favorisée par un environnement hostile (inflammation,
hypoxie...), permettant a la cellule tumorale, en adressant différents signaux aux
cellules avoisinantes, de modifier son environnement de prime abord hostile afin de le
rendre plus propice a la formation d’une niche tumorale (28,29).

Plusieurs types de signaux/cargos transitent par les TnTs (30). Les cellules du
microenvironnement tumoral et notamment les cellules souches mésenchymateuses,
transférent par exemple, des mitochondries aux cellules cancéreuses, via ces TnTs.
Ce transfert de mitochondries aux cellules tumorales, leur permettent de développer
une plasticité métabolique, décrite comme une des caractéristiqgues des tumeurs, afin
d’acquérir des propriétés de migration, de prolifération et de résistance au traitement,
notamment au cisplatine et au paclitaxel (31,32). Autre exemple : le transfert
horizontal, via les TnTs, de protéines KRAS mutées entre des cellules de cancer
colorectale KRAS mutées et sauvages. Ce second type d’échange via les TnTs
contribuerait a I'hétérogénéité tumorale observée vis a vis du mutant KRAS dans les
cellules receveuses comportant un gene KRAS endogéne sauvage et serait

responsable de I'acquisition d’'un phénotype invasif de ces cellules receveuses (33).
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L’ensemble de ces données rapporte l'implication des TnTs dans la
carcinogenese, indépendamment de I'expression de RASSF1A et supporte le concept
gue la présence de TnTs dans une tumeur pourrait avoir une valeur pronostique
péjorative, et ainsi constituer une caracteéristique clinico-pathologique d’agressivité (au

méme titre que le caractére peu différencié d’'une tumeur).

2.2. ldentification de marqueurs de TnTs : ou en sommes-nous ?

Les TnTs ont été rapportés in vitro, in vivo et ex vivo, notamment dans des
prélevements tumoraux de patients atteints de mésothéliome pleural malin (MPM) et
d’adénocarcinome (34), mais leur identification reste fastidieuse, reposant
principalement sur l'identification visuelle de caractéristiques morphologique et/ou
fonctionnelle (par la mise en évidence d’un transfert de cargo intercellulaire). La
difficulté dans leur identification réside dans le fait i) qu’il s’agisse de structure fragile,
sensible a la lumiére, au stress oxydatif et a la fixation chimique (35) et ii) qu’aucun
marqueur spécifique et universel n’ait encore été rapporté, s’expliquant par
I'hétérogénéité de ces structures, révélée par le nombre croissant de publications sur
le sujet, dans lesquelles la plupart des candidats moléculaires étudiés était
probablement plus spécifique du type cellulaire que des TnTs (36).

Cependant, la description de protéines retrouvées dans plusieurs type cellulaire
et impliguées dans la formation des TnTs, plaide en faveur de leur spécificité envers
les TnTs. Ainsi, l'identification de plusieurs protéines, constituant une signature
moléculaire, témoignant de la présence des TnTs, apparait plus appropriée. Parmi ces
protéines, deux d’entre elles ont retenu notre attention : la connexine 43 et la
vimentine.

La connexine 43, un marqueur de jonction communicante, a plus récemment

été décrite comme impliquée dans la communication intercellulaire via les TnTs et
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Figure 6 — Identification de marqueurs indirects de TnTs. (A) Quantification et
illustration de I'expression (immunofluorescence) de la vimentine et de la connexine 43
dans des cellules HBEC-3 exprimant ou non le géne suppresseur de tumeur
RASSF1A. (B) Quantification et illustration de TnTs dans des cellules HBEC-3
transfectées avec un siConnexine43, un siVimentine, associé ou non a un siRASSF1A.
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dans plusieurs types cellulaires. Bien que les données de la littérature soient
controversées, il semblerait que la connexine 43 soit plus spécifique des TnTs
comportant une extrémité fermée, autorisant uniqguement le passage de petites
molécules ou de signaux électrigues via des jonctions communicantes (37).

La vimentine, un marqueur de la transition épithélio-mésenchymateuse, est
également suspectée d’étre impliquée dans la communication intercellulaire via les
TnTs. Son implication est supportée par la mise en évidence de sa localisation
immunohistochimique a l'interface tumeur-stroma dans des prélevements tumoraux
d'adénocarcinome pulmonaire (38).

Nous présentons ci-aprés des données non publiées, d’'une approche ex vivo,
faisant I'objet d’'un mémoire de DES, supportant les observations rapportées et
répondant a la problématique de l'identification des TnTs dans des prélevements ex-

Vivo.

2.3. ldentification de marqueurs de TnTs : approche in vitro :

Par une approche in vitro, nous avons démontré que parmi les protéines
présentes au sein des TnTs (26), la connexine 43 et la vimentine étaient impliquées
dans leur formation.

En effet, 'expression de la connexine 43 et de la vimentine augmentait
significativement avec la capacité des cellules bronchiqgues humaines (HBEC-3) a
former des TnTs (Figure 6A) (capacité induite par la perte d’expression du géne
suppresseur de tumeur RASSF1A (26)).

De plus, la capacité de ces mémes cellules a former des TnTs était perdue
lorsque I'expression de ces protéines était inhibée (a l'aide de siARN ciblant les

messagers de la connexine 43 ou de la vimentine et/ou de RASSF1A) (Figure 6B).
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Ces éléments supportent les données de la littérature et démontrent que la
connexine 43 et la vimentine constituent des marqueurs indirects de la présence de

TnTs.

2.4. Evaluation de I'impact pronostic de la présence de TnTs dans

le MPM : approche ex-vivo :

Afin d’évaluer I'impact pronostic de la présence de TnTs intra-tumoraux, par
une approche ex vivo, nous avons caractérisé I'expression immunohistochimique, des
protéines connexine 43 et vimentine (marqueurs indirects de TnTs), sur des
prélevements tumoraux de patients atteints de MPM, et enrélés dans I'essai clinique
MAPS (Mesothelioma Avastin plus Pemetrexed-cisplatin Study) de phase 3. Les
résultats révélent sur cette cohorte de 197 patients atteints de MPM que la
surexpression de vimentine était un facteur indépendant de mauvais pronostic sur la
survie globale (HR 3 (2 ; 4.6) (variation de 200 du score-H) ; p<0.0001) et sans
progression (HR 2 (1.5 ; 2.7) (variation de 200 du score-H) ; p<0.0001) en analyse
multivariée (Figure 7A), c’est a dire ajustée sur les principales caractéristiques clinico-
biologiques (Tableau 1 en Annexe). Bien que I'expression de connexine 43 (et quel
gue soit son niveau) ait également une valeur pronostique péjorative en analyse
multivariée (Figure 7B), I'analyse bivariée révéle qu’elle est dépendante du niveau

d’expression de vimentine (Figure 7C-D).

2.5. Comment expliquer la disparité pronostique entre ces deux

marqueurs de TnTs : connexine 43 et vimentine ?
Nous avons démontré que la connexine 43 et la vimentine constituaient des

marqueurs indirects de TnTs, et qu’il existait bien une relation significative entre les
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immunomarquages connexine 43 et vimentine (chez les patients atteints de MPM) (r

de Spearman = 0,22 ; p-value = 0,0019).

Les données de la littérature désignent la connexine 43 comme plus spécifique

des TnTs que la vimentine, mais plusieurs limites sont a noter pouvant expliquer que

I'expression de la connexine 43, contrairement a celle de la vimentine, n’est pas de

valeur pronostique :

)

ii)

L’évaluation de [lintensité et du pourcentage d’expression
immunohistochimique de la connexine 43 s’avére délicat en pratique. En
effet, la faible intensité et le faible différentiel entre une intensité faible (score
1) et élevée (score 3) pose la question de la pertinence de ce marquage.
Bien que I'étude ait été réalisée sur 197 patients, on ne peut exclure
un manque de puissance.

La connexine 43 n’est pas qu'un marqueur des TnTs, comme évoqué dans
ce manuscrit ; ainsi les immunomarquages positifs révelent également la
présence des jonctions communicantes et peuvent introduire un biais dans
l'interprétation des immunomarquages.

La connexine 43 présente un roéle ambivalent : elle induirait des marqueurs
épithéliaux tel 'E-cadherine dans plusieurs types cellulaires (39), mais
jouerait également un réle crucial dans la régulation de cellules souches

mésenchymateuses participant a la formation de niches tumorales (40).

La vimentine n’est pas qu’un marqueur indirect de la présence des TnTs, elle

est aussi le reflet d’'une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) bien que cela soit

moins le cas des cellules mésothéliales qui I'expriment nativement du fait de leur

origine mésodermique. De fait, il semble que I'impact pronostic de la surexpression de
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la vimentine est plus le reflet de la présence de TnTs dans la tumeur, que de la TEM
dans ce contexte, bien que nous ne puissions pas exclure que la TEM ne joue pas un
réle dans la valeur pronostique de la surexpression de vimentine dans le MPM.

D’autres études devront confirmer la valeur pronostique de I'expression de
connexine 43, et la prévalence du role des TnTs dans la valeur pronostique péjorative
de la surexpression de vimentine mise en évidence dans cette étude.

Aux vues des éléments discutés, il apparait nécessaire de limiter I'utilisation de
la vimentine, comme marqueur de TnTs aux études s’intéressant aux tumeurs de
phénotype mésenchymateux, ayant déja au moins entamé une TEM, afin de conférer

.....

surexpression de vimentine.

2.6. TnTs et thérapeutique :

La communication intercellulaire, via les TnTs, renforce I'hétérogénéité
tumorale, décrit comme une caractéristique d’agressivité dans différents types de
cancer (33,36). A ce jour, aucun traitement n’est capable de cibler 'ensemble des
composants cellulaires d’une tumeur. En effet, les traitements anti-cancer existants,
en ciblant, notamment des mutations oncogéniques dites “drivers”, exercent de fait

une pression de sélection responsable de I'émergence de clone cellulaire de
résistance, aboutissant a la survenue de récurrence locale ou de métastase a distance.
Une approche thérapeutique ciblant les TnTs permettrait de toucher 'ensemble
des composants cellulaires (tumoraux ou stromales) d’'une tumeur.
Trois approches thérapeutiques basées sur les TnTs sont actuellement
envisagées, et impliquent :
i) linhibition de leur fonction ou de leur formation. Cette approche est

particulierement développée dans la lutte contre les pathologies
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infectieuses et notamment le VIH. Plusieurs molécules, ciblant
différentes voies de signalisation (notamment mTOR, NF-KB, Racl, ou
inhibant la polymérisation de I'actine ou 'assemblage des microtubules),
permettant I'inhibition des TnTs ont été décrit (everolimus, metformin,
cytochalasin D, nocodazole CK-666, ML-141, 6-thio-GTP, latruncuin A,
latrunculin B, cytarabine, daunorubicin, BAY-117082, AGA et octanol)
(41). Cette approche apparait tout a fait transposable aux thérapies anti-
cancer, en limitant le transfert de matériel biologique entre cellules
cancéreuses et/ou cellules du microenvironnement. Dans ce sens, une
étude démontre dans un modele cellulaire de leucémie aigué
lymphoblastique T que l'inhibition d’'ICAM-1, une molécule d’adhésion
diminue le transfert mitochondrial médié par les cellules souches
mésenchymateuses via les TnTs, responsable d’'une augmentation de la
mort cellulaire induite par la chimiothérapie associée (42).

D’autres études similaires utilisant également des modeles cellulaires
de leucémie, suggérent que limiter le transfert de mitochondries entre
cellules cancéreuses en agissant de concert avec des thérapies ciblant le
métabolisme oxydatif (OXPHOS) pourrait aboutir a la mort de ces cellules
leucémiques (43,44).

L’inhibition de la formation des TnTs pourrait également limiter
'hétérogénéité tumorale observée dans les cancers du cdlon KRAS mute,

évoqués précédemment.

ii) lutilisation des TnTs comme vecteur de médicament. En effet, il a

été démontré que les nanoparticules polymériques, un dispositif médical
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ii)

composants

de délivrance de principes actifs, pouvait étre internalisées et transférées
d’'une cellule a lautre via les TnTs. Cette approche, couplant
nanoparticules polymériques comme vecteur de thérapie anti-cancer,
permettrait d’homogénéiser la distribution du médicament a I'ensemble
des composants cellulaires de la tumeur, particulierement dans un

contexte hypoxique (45).

Putilisation d’une fonction dite “bénéfique” propre aux TnTs
favorisant la survie cellulaire. Cette derniére approche concerne les
thérapies cellulaires ou greffe de cellules souches, traitement des
leucémies et certains lymphomes non hodgkiniens, dont la principale
limite est la sénescence acquise par les cellules greffées limitant leur
efficacité dans le temps. Une étude a démontré que la culture de ces
cellules souches mésenchymateuse dans des structures en trois
dimensions (sphéroides) en comparaison a la culture en deux
dimensions, favorisait la formation de TnTs, les échanges intercellulaires
de composants cytoplasmiques, et permettait de moduler I'expression de

marqueurs de sénescence, et in fine d’améliorer la survie de ces cellules

a greffer (46).

L’ensemble de ces approches thérapeutiques basé sur les TnTs offre un

nouveau paradigme thérapeutique, en permettant de cibler I'ensemble des

cellulaire d’'une tumeur, de lutter contre I'hétérogénéité tumorale,

responsable de 'émergence de clones cellulaires de résistance sélectionnés par les

thérapies ciblées et responsable de récurrence locale ou de métastase a distance.
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CHAPITRE 4 — CONCLUSION GENERALE

ET PERSPECTIVES
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1. Conclusion générale :

En apportant la premiére preuve de limplication de RASSF1A dans la
communication intercellulaire via les TnTs, ce travail a conforté le rble prété a
RASSF1A de suppresseur de tumeur et de métastase : I'hyperméthylation du

promoteur de RASSF1 constitue de fait un biomarqueur des cancers, d’'intérét

diagnostic, pronostic et théranostic, dans le cancer du poumon.

L’intérét clinique de l'identification de la méthylation du promoteur de RASSF1
est i) diagnostic, réalisée a partir d’'un simple prélevement sanguin (biopsie liquide),
elle pourrait permettre la détection des lésions précoces, pour lesquelles I'exérése
représente le seul traitement efficace susceptible d’améliorer la mortalité de la
maladie, constituant un bon candidat comme test de dépistage ; ii) pronostic et
théranostic, réalisée sur matériel biopsique, elle permettrait d’adapter la prise en
charge de ces patients susceptibles d’évoluer vers une maladie métastatique, d’autant
plus que des cibles thérapeutiques ont été identifiées.

En pratique de routine, l'identification de la méthylation du promoteur de
RASSF1 est faisable, par technique de pyroséquencage. Cependant, n’étant pas
exclusive, son identification n’a de sens que si elle est effectuée en paralléle du
profilage moléculaire (déja effectué dans les stades métastatiques). La biopsie liquide

apparait étre une bonne alternative, pour ces lésions difficilement accessibles.

L’implication des TnTs dans la carcinogenése est rapportée dans de nombreux
cancers, indépendamment de I'expression de RASSF1A, supportant le concept que la
présence de TnTs dans une tumeur pourrait avoir une valeur pronostique péjorative.
Aucun marqueur spécifique et universel de TnTs n’a été rapporté dans la littérature,

rendant I'identification des TnTs difficile ex-vivo. Nous nous sommes donc intéressés
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a l'identification d’'une signature moléculaire des TnTs (connexine 43/vimentine) et a
I'évaluation de leur impact pronostic dans le MPM.

Par une approche in vitro, nous avons confirmé que la connexine 43 et la
vimentine sont des marqueurs indirects de la présence de TnTs. Par une approche ex
vivo, nous avons démontré dans une cohorte de 197 patients atteints de MPM, que la
surexpression de vimentine était un facteur de mauvais pronostique sur la survie
globale et sans progression, ttmoignant de la présence de TnTs dans le MPM et dans
une moindre mesure probablement de la TEM. Des biais de technique et de puissance
sont probablement responsables de I'absence de valeur pronostique de I'expression
de connexine 43, marqueur indirect de TnTs, dans le MPM.

La communication intercellulaire, via les TnTs, est la base de nombreuses
approches thérapeutiques novatrices, offrant un nouveau paradigme thérapeutique,
en permettant (a la différence des traitements conventionnels) de cibler 'ensemble des
composants cellulaire d’'une tumeur, de Ilutter contre I'hétérogénéité tumorale,
responsable de 'émergence de clones cellulaires de résistance sélectionnés par les

thérapies ciblées et responsable de récurrence locale ou de métastase a distance.

2. Perspectives :

En dehors des cancers pleuro-pulmonaires, I'lhyperméthylation du promoteur de
RASSF1 est retrouvée dans de nombreux cancers (1), notamment dans les cancers
colo-rectaux, ou une méta-analyse rapporte sa potentielle valeur diagnostique (47).
Ainsi, étendre la caractérisation de la perte d’expression de RASSF1A, des altérations
des voies de signalisation qui en résultent, ainsi que l'implication des TnTs dans la

pathogénie notamment des cancers colo-rectaux apparait étre une piste pertinente.
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L’étude des TnTs n’en est qu’'a ses balbutiements et le nombre croissant de
publication sur le sujet laisse présager pour ce domaine d’étude novateur de
nombreuses applications que ce soit dans les thérapies de lutte contre le cancer mais
également contre les maladies infectieuses, neuro-dégénérative, ou cardio-vasculaire.
En effet, les TnTs pourrait jouer un réle dans la sauvegarde/restauration cellulaire via
le transfert de mitochondrie dans un contexte de dommage cellulaire ischémique lié a

un d’infarctus (41).
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Annexe :

Tableau 1 — Comparaison des caractéristiques des patients avec ou sans
immunomarquage. Les caractéristiques sont comparables au sein de la cohorte

MAPS.

*193 patients avec immunomarquage connexine 43, 195 avec immunomarquage
vimentine, 191 avec les deux
CT : chimiothérapie standard
PS : performance statut

Immunomarquage
connexine 43 et/ou vimentine
p
avec (n =197%) sans (n = 238)
n % n %
CT 96 48,7% 125 52,5%
Groupe 0,43
CT+bevacizumab| 101 51,3% 113 47,5%
Age a l'inclusion [m (sd)] 66,0 7,2 64,1 7,2 0,0062
homme 150 76,1% 179 75,2%
Sexe 0,82
femme 47 23,9% 59 24,8%
0 100 50,8% 109 45,8%
PS 1 91 46,2% 120 50,4% 0,57
2 6 3,0% 9 3,8%
épithélioide 164 83,2% 187 78,6%
Histologie sarcomatoide / 0,22
mixte 33 16,8% 51 21,4%
non fumeur 87 44,2% 100 42,0%
Tabac 0,65
fumeur 110 55,8% 138 58,0%
Globules blancs (x103/mm3) [m (sd)]| 8,5 2,5 8,5 2,8 0,83
Hémoglobine (g/dL) [m (sd)] 13,3 1,6 13,1 1,6 0,095
Plaquettes (x103/mm3) [m (sd)] 344,9 142,77 | 344,4 | 131,0 0,97
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