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RESUME en frangais

Les sarcomes sont des tumeurs malignes des tissus conjonctifs, représentant moins de 1%
des tumeurs malignes de I’adulte, mais pres de 8% de 1'ensemble des cancers pédiatriques. En
raison de leur rareté, de leur grande variété histologique et de leur potentiel évolutif
hétérogene, les sarcomes sont des pathologies difficiles a traiter, tant sur le plan diagnostique,
pronostique que thérapeutique. Ces dernieres années, 'avenement de techniques d’analyse
pangénomiques par biologie moléculaire a permis d’améliorer la prise en charge clinique des
sarcomes, mais les microARN sont des biomarqueurs émergents encore peu utilisés.

Au cours de ce travail de these, nous avons choisi d’étudier la valeur des profils
d’expression des microARN dans les rhabdomyosarcomes et les ostéosarcomes. Les données
brutes des profils d’expression ont été obtenues a I'aide d"une technologie a moyen débit basée
sur des réactions de PCR quantitative. Nous avons tout d’abord développé une méthodologie
d’analyse permettant d’obtenir des données d’expression précises, reproductibles et a forte
valeur ajoutée, a partir de matériel biologique hétérogene. Dans un second temps, nous avons
montré que les profils d’expression des microARN permettent d’améliorer la prise en charge
clinique des deux types de sarcomes étudiés: il est possible d’affiner la classification
nosologique des rhabdomyosarcomes, et de prédire la réponse des ostéosarcomes a la
chimiothérapie néo-adjuvante. La recherche de nouvelles applications cliniques liées aux profils
d’expression des microARN doit donc étre poursuivie, et peut désormais 1'étre grace a 1’outil
robuste que nous avons développé au cours de cette these.

TITRE en anglais  Expression profiles of microRNAs in sarcomas: from raw data
to clinical applications

RESUME en anglais

Sarcomas are malignant soft tissue tumors, accounting for 1% of adult tumors and 8% of all
pediatric malignancies. Sarcomas are rare, and display a variety of histological subtypes and
clinical characteristics. Therefore, everyday management is difficult in terms of diagnosis,
prognosis and treatment. Recently, the development of pangenomic molecular techniques
improved the clinical management of sarcomas, but the use of microRNAs as biomarkers is still
being investigated.

In the present work, we studied the value of microRNA expression profiles in
rhabdomyosarcomas and osteosarcomas. Raw data of expression profiles were obtained using a
medium throughput technology based on quantitative PCR. We first developed an analysis
methodology to gain accurate, reproducible and relevant expression data, starting from
heterogeneous samples. Furthermore, we showed that microRNA expression profiles can
improve the clinical management of both sarcoma entities: they are helpful to upgrade the fine
nosological classification of rhabdomyosarcomas, and they are able to predict the response of
osteosarcomas to neoadjuvant chemotherapy. Searching for new clinical applications to
microRNA expression profiles must be pursued.

DISCIPLINE Cancérologie

MOTS-CLES MicroARN, cancer, sarcomes, profils d’expression, rhabdomyosarcomes,
ostéosarcomes, PCR quantitative, normalisation
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Equipe Ciblage de la Tumeur et de son Environnement Immunitaire
Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon (CRCL), UMR INSERM 1052 - CNRS 5286
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UNA Unlocked nucleic acid

UTR Untranslated region

VEGF Vascular endothelial growth factor

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptors

Wnt Famille des genes wingless-type MMTV integration site

XPO5 Exportin 5
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Les premieres descriptions de cancer ont été rapportées par les égyptiens
(approximativement 1500 ans avant ]J.C.), et la toute premiere tentative de
classification de ces maladies a été effectuée par Hippocrate, environ 400 avant J.C.
(Weiss, 2000). La prise en charge des cancers a évolué tres lentement au cours des
siecles, et c’est seulement a partir des années 1950 que les avancées technologiques en
biologie cellulaire et moléculaire ont permis une accélération des connaissances. Les
cancers sont aujourd’hui en cours de caractérisation génomique exhaustive, grace a
des technologies fines de biologie moléculaire permettant de traiter I'ensemble des
informations biologiques des cellules tumorales en une seule expérience. Grace a ces
nouvelles technologies, les concepts classiques de classification sont bouleversés, et
nous n’avons jamais été aussi proches de pouvoir réaliser une analyse exhaustive du
génome tumoral a la faveur de l'identification de la carte d’identité des tumeurs
(CIT, telle que souhaitée par le programme frangais du méme nom initié en 2000 et
tinancé par la Ligue contre le cancer).

Les techniques permettant l’analyse de l’ensemble du génome, du
transcriptome et du protéome ont débouché sur de nouvelles classifications
nosologiques, et sur de multiples applications au diagnostic, au pronostic et au
traitement des tumeurs grace a la découverte concomitante de nombreux
biomarqueurs d’intérét. En particulier, 'étude du transcriptome tumoral par
I’établissement des profils d’expression des ARN messagers (ARNm) a énormément
fait progresser la recherche fondamentale sur le cancer, mais ces profils d’expression
sont en cours d’évaluation dans des essais cliniques et sont encore peu utilisés pour
la prise en charge clinique de routine des patients (Tiwari, 2012). On peut toutefois
citer deux signatures d’expression ARNm prometteuses actuellement en cours
d’évaluation : la signature d’Amsterdam, via 1'étude MINDACT (Microarray In Node
negative Disease may Avoid ChemoTherapy), qui permettrait de mieux traiter les
patients porteurs d'un cancer du sein en situation adjuvante (van de Vijver et al.,
2002), et la signature CINSARC (Complexity index in sarcomas), permettant de prédire

le risque métastatique dans les sarcomes (Chibon et al., 2010). De maniere générale,
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on observe aujourd’hui une démocratisation de l'utilisation de ces techniques
d’établissement des profils d’expression. Cela entrainera tres certainement leur
utilisation en routine dans un futur proche.

Les profils d’expression des microARN, contrairement a ceux des ARNm, sont
encore peu étudiés, en partie en raison de la découverte récente de ces entités, mais
aussi parce que les technologies d’analyse ne sont pas encore stabilisées. De
nouveaux genes de microARN sont découverts quotidiennement: les bases de
données actuelles ne sont donc pas exhaustives en termes de genes décrits, et ne le
sont pas également en termes de cibles ARNm potentielles. Agissant a un tout autre
niveau dans la cellule tumorale, I'étude des profils d’expression des microARN est
un terrain d’exploration qui pourrait apporter des réponses la ou d’autres analyses
ciblant ’ADN, I’ARN ou les protéines n’ont pas encore pu apporter de réponses. A
terme, l'intégration de ces différents niveaux d’analyse pourrait permettre une

caractérisation optimale de chaque type tumoral.

Dans ce contexte, notre travail se propose de définir les modalités optimales
d’analyse des profils d’expression de ces microARN, afin de les explorer dans deux
types de tumeurs malignes des tissus conjonctifs, le rhabdomyosarcome et
l'ostéosarcome. Nous avons choisi de travailler sur ces deux types de sarcomes en
raison d'un fort recrutement local lié au panel pluridisciplinaire d’experts présents
au Centre Léon Bérard, mais également parce que ce sont des tumeurs difficiles a
prendre en charge sur le plan clinique. De par leur rareté et leur diversité, ces
sarcomes constituent de bons modeles d’étude, pour lesquels il est possible
d’apporter une réelle plus-value dans le cadre de la prise en charge clinique des
patients. Les profils d’expression des microARN ont été établis au moyen d’'une
technologie dite a moyen débit basée sur la PCR quantitative (PCRq), a partir
d’échantillons tumoraux congelés ou inclus en paraffine.

Ce travail de these a tout d’abord consisté a montrer qu’il était possible, a partir

des données brutes délivrées par les appareils, d’obtenir des données biologiquement

7



PREAMBULE

significatives, représentatives des niveaux d’expression des microARN, et utilisables
par des outils d’analyse puissants adaptés a des problématiques de démembrement
et de découverte de biomarqueurs. Pour cela, nous avons développé une méthode de
normalisation et d’analyse des données en nous inspirant des méthodes
traditionnellement utilisées pour des technologies de type puces d’expression, en
prenant soin de réduire au maximum les biais biologiques et techniques. Dans un
second temps, nous avons appliqué cette méthode d’analyse aux profils d’expression
des microARN obtenus a partir de tumeurs de type rhabdomyosarcome ou
ostéosarcome, et évalué la capacité des profils d’expression des microARN a
résoudre des problématiques propres a chaque entité. Ainsi, nous avons montré qu’il
était possible d’affiner la classification des rhabdomyosarcomes grace aux profils
d’expression des microARN, et que ces profils permettaient également, chez les

ostéosarcomes, de prédire la réponse a la chimiothérapie.

Dans lintroduction bibliographique, nous aborderons la biologie des
rhabdomyosarcomes et des ostéosarcomes, en insistant sur les problématiques
cliniques pour lesquelles 1'étude des profils d’expression des microARN nous a
permis d’apporter des réponses. Nous présenterons ensuite la nature, le role et les
fonctions physiologiques des microARN, ainsi que leurs implications dans les
processus tumoraux. Enfin, nous aborderons les technologies couramment utilisées
pour l'établissement des profils d’expression des microARN, et les principales

meéthodes de normalisation et d’analyse statistique qui peuvent leur étre appliquées.
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INTRODUCTION - Partie I

I. PRESENTATION DU RHABDOMYOSARCOME ET DE L’'OSTEOSARCOME

1. Les rhabdomyosarcomes

1.1. Description et épidémiologie

Les rhabdomyosarcomes (RMS) sont des tumeurs malignes des tissus mous qui
se développent a partir de cellules mésenchymateuses de la lignée musculaire
squelettique (Parham, 2001). Le nom rhabdomyosarcome dérive des mots grecs
rhabdos, signifiant baguette, en référence aux fibres musculaires, et mus, signifiant
muscle. Un RMS fut décrit pour la premiere fois par Weber en 1854, a propos d'une
masse de la langue présentant des cellules musculaires striées a différents stades de
différenciation, chez un homme de 21 ans (Weber, 1854). Un siecle plus tard, Stout
donna une définition histologique plus précise de la morphologie particuliere des
rhabdomyoblastes (Stout, 1946).

Les RMS sont les sarcomes des tissus mous les plus courants chez l'enfant : ils
représentent environ la moitié des sarcomes des tissus mous pédiatriques (Pastore et
al., 2006; Howlader et al., 2012). Ce sont cependant des tumeurs rares, représentant
seulement environ 4,5 % de la totalité des cancers pédiatriques (Leaphart and
Rodeberg, 2007; Huh and Skapek, 2010). L’incidence annuelle des RMS est d’environ
5 cas par million d’enfants de moins de 15 ans, aux Etats-Unis comme en France

(Sommelet et al., 2009; Howlader et al., 2012).

L’étiologie et les facteurs de risques spécifiques sont mal connus. Quelques
études suggerent une incidence plus importante des RMS chez les individus exposés
a des radiations in utero (Grufferman et al., 2009), chez les enfants ayant recu des
antibiotiques peu apres la naissance (Hartley et al., 1988) et chez ceux dont les
parents consommaient des drogues pendant la grossesse (Grufferman et al., 1993).

Le développement des RMS est associé a un certain nombre de syndromes

familiaux rares liés au cancer tels que la neurofibromatose de type 1 (Matsui et al.,
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1993), caractérisée par des mutations germinales du gene NF1 (Goldberg and Collins,
1991), le syndrome de Li-Fraumeni (Li and Fraumeni, Jr., 1969), caractérisé par des
mutations germinales du gene TP53 (Diller et al., 1995), le syndrome de Beckwith-
Wiedemann (Smith et al., 2001), lié a une dérégulation de I’expression du gene IGF2
(Reik et al., 1994), ainsi que le syndrome de Costello (Gripp et al., 2002), caractérisé

par des mutations germinales du gene HRAS (Aoki et al., 2005).

1.2. Diagnostic et classification

- Présentation clinique et diagnostique

Bien que les RMS puissent apparaitre dans toutes les parties du corps (Wexler
et al., 2006), les localisations préférentielles se situent au niveau de la téte et du cou,
de l'appareil wurogénital et des membres. Trois études de 1Intergroup
Rhabdomyosarcoma Study Group (IRSG) ont montré que 35 % des tumeurs se
développaient au niveau de la téte (principalement dans l'orbite et en localisation
paraméningée) ou sur la nuque, environ 24 % au niveau de l'appareil urogénital
(vessie et prostate, paratesticulaire, vagin et utérus), 19 % sur les membres et 22 %
dans d’autres sites (Maurer et al., 1988; Maurer et al., 1993; Crist et al., 1995).

Les RMS appartiennent au groupe des tumeurs a petites cellules rondes
basophiles. L’analyse histopathologique s’attache a identifier les caractéristiques de
la lignée musculaire squelettique en utilisant des techniques variées.
L’immunohistochimie (IHC) est impérativement utilisée pour orienter le diagnostic.
On s’attache en particulier a identifier la présence de myogénine, un marqueur
spécifique du muscle squelettique indispensable a 1’authentification d’'un RMS. On
utilise la myogénine en association avec la desmine, cette derniere étant presque

toujours positive (Molenaar et al., 1985; Kumar et al., 2000; Wexler et al., 2006).
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- C(Classification

La classification des RMS en différents types et sous-types a été la source de
débats considérables, car il existe de nombreux variants morphologiques. Le tableau
1 résume les principales évolutions de cette classification. Le premier systeme de
classification standard a été élaboré par Horn et Enterline en 1958, sur une série de 39
cas (Horn and Enterline, 1958). Essentiellement basé sur la morphologie, il
reconnaissait 1'existence de 4 grands groupes de RMS: les rhabdomyosarcomes
alvéolaires (ARMS), les rhabdomyosarcomes embryonnaires (ERMS), les ERMS de

type botryoides et les rhabdomyosarcomes pléomorphes.

De nombreuses autres classifications ont ensuite été proposées, dont la
classification cyto-histologique de Palmer en 1978, celle de la Société Internationale
d'Oncologie Pédiatrique (SIOP) en 1989 (Caillaud et al., 1989), et celle du National
Cancer Institute (NCI) en 1990 (Parham, 2001). C’est en 1995 que sera élaborée pour
les RMS pédiatriques I'International Classification of Rhabdomyosarcoma (ICR), qui sera
largement adoptée par la communauté médicale (Newton, Jr. et al.,, 1995). L’ICR
reconnait alors trois grandes entités : les ARMS, de mauvais pronostique, les ERMS,
de pronostique intermédiaire (dont les sous-types botryoide et a cellules fusiformes,
de pronostique plus favorable), et les RMS indifférenciés ou sans autres indications
(SAI), de pronostique défavorable.

En 2002, I'organisation mondiale de la santé (OMS) publie une classification
générale des tumeurs des tissus mous et des os, intégrant les dernieres données de
génétique (Fletcher et al., 2002). Une révision de cette classification est actuellement a
I’étude, avec une publication prévue pour 2013. Dans cette derniere classification, les
formes anaplasiques ne représenteraient plus des variants a part entiere : ce critere
sera cependant retrouvé implicitement dans les RMS pléomorphes de I'adulte, et la

notion d’anaplasie sera précisée, si présente dans les RMS pédiatriques. Cette
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nouvelle classification devrait voir apparaitre trois nouvelles entités: le RMS a
cellules fusiformes de I’adulte, le RMS sclérosant et le RMS épithélioide (Nascimento
and Fletcher, 2005; Jo et al., 2011; Robinson et al., 2012). Les RMS SAI (ou NOS pour
not otherwise specified) devraient également étre redéfinis avec de nouveaux criteres

(non représentativité de 1'échantillon / zone grise).

De maniere générale, les ERMS et les ARMS sont considérés comme les deux
sous-types majeurs de RMS. Les ERMS représentent plus de la moitié des nouveaux
cas de RMS chez les patients les plus jeunes, tandis que les ARMS sont plus
communément retrouvés chez les adolescents, et représentent 20 a 30 % des cas

(Merlino and Helman, 1999; Wexler et al., 2006).
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Date 1958 1989 1995 2002 2013 (orientations)
Nom Horn-Enterline SIop Newton (ICR) Fletcher (OMS) Fletcher (OMS)
Base - Morphologie - Morphologie - Morphologie et Cytologie
) - Morphologie
-Morphologie - Cytologie - Cytologie - Génétique
- Cytologie N
- Pronostique - Génétique - Age du patient
ARMS (dont les ARMS (dont les formes ARMS
formes mixtes si > 50 a | mixtes quelle que soit - conventionnel
ARMS % d’histologie 2 | rétendue de la zone - forme solide ARMS
alvéolaire) alvéolaire) - mixte ARMS/ERMS
ERMS i ; _ |
- dense, bien / peu o RMS RMS conventionne
ERMS différencié ERMS
- SAAl ) ERMS a cellules -a ceIIuI"es fusiformes o | ERMS 3 cellules fusiformes
- lache, non botryoide fusiformes - botryoide
c & - anaplasique
E lach
o ERMS botryoide RMS .?C © ERMS botryoide ERMS botryoide
] botryoide
©
)
= - Embryonal sarcoma - - - -
(7]
S b (classificat
(@) RMS , Absents (classification , .
pléomorphe RMS pléomorphe pédiatrique) RMS pléomorphe RMS pléomorphe

S | RMS indifférencié / SAI

RMS SAl (si non
représentativité de
< | I'échantillon / zone grise)

RMS sclérosant

RMS a cellules fusiformes

RMS épithélioide

Tableau 1 : principales évolutions de la classification des RMS, de 1958 a nos jours.

mauvais pronostic, A = formes présentes

diaire, MP =

é

bon pronostic, PI = pronostic interm

(BP

tiellement pédiatriques).

eren

formes préfé

férentiellement chez les adultes, P =

7
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1.3. Caractéristiques biologiques des ERMS

- Anatomopathologie

Histologiquement, les ERMS sont caractérisés par un polymorphisme cellulaire
et la présence de zones myxoides. La population cellulaire est constituée de cellules
rondes ou fusiformes a noyaux hyperchromatiques et/ou de grandes cellules
tumorales a cytoplasme éosinophile abondant. Les cellules tumorales peuvent
montrer tous les stades de différenciation musculaire, de cellules mésenchymateuses
indifférenciées a des myoblastes allongés, des myotubes et des myofibres
completement différenciées (figure 1) (Parham, 2001). Le variant a cellules fusiformes
(principalement retrouvé au niveau des régions paratesticulaire et de la téte et du
cou) montre des cellules allongées avec une architecture fasciculée, et une
morphologie qui peut étre pseudomusculaire lisse. Le variant botryoide se présente
comme une masse polypoide de cellules tumorales denses se développant
principalement sous la surface des épithéliums du vagin ou de la vessie. Il existe
également des variants plus indifférenciés, qui sont alors difficiles a distinguer des

ARMS de forme solide.
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Figure 1: coupe en paraffine colorée hématoxyline-éosine-safran (HES) d"un ERMS.

Les cellules montrent différents stades de différenciation sur un fond myxoide. Les cellules peu
différenciées sont généralement peu chromatiques ou en fuseau. Les cellules différenciées sont larges
et possedent un cytoplasme éosinophile (image microscopique capturée par le Dr. Dominique

Ranchere-Vince, Département de Biopathologie, Centre Léon Bérard, Lyon).

- Caractéristiques génétiques et moléculaires

Le sous-type des ERMS est caractérisé par une perte d’hétérozygotie (LOH) sur
le bras court du chromosome 11 (11p15) (Scrable et al., 1989). Des publications
précédentes ont montré que la LOH complete ou partielle de cette région pouvait
entrainer la formation de cancers variés tels que les cancers du sein, de l'ovaire, de la
vessie, du poumon, des testicules ainsi que les tumeurs de Wilms (Winqvist et al.,
1993). Le locus 11p15 contient le gene insulin-like growth factor 2 (IGF2), qui chez les
mammiferes est soumis a I'empreinte maternelle. L'IGF2 est un facteur de croissance

crucial qui se lie a linsulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R) (Anderson et al.,
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1999a). La voie de signalisation passant par ' GF-1R est associée a la tumorigenese et
a l'inhibition de 'apoptose (Werner and Le Roith D., 1997). La LOH avec disomie
uniparentale paternelle conduit a une surexpression de I'IGF2, phénomene démontré
comme étant important lors de la survenue d'un ERMS (Zhan et al., 1994). Il est
intéressant de noter que la perte de I'empreinte du gene IGF2 a déja été retrouvée
dans des tumeurs primitives de type ARMS, produisant également une
surexpression de I'IGF2 (Anderson et al., 1999a).

Les nombreuses études en cytogénétique conventionnelle et moléculaire n’ont
pas identifié d’autre anomalie chromosomique récurrente et spécifique. Il est
cependant fréquemment observé de nombreuses anomalies numériques de type gain,
avec un gain particulierement élevé du chromosome 8 (Anderson et al.,, 1999b;
Williamson et al., 2010). II est décrit, de maniere exceptionnelle, des translocations ou
des points de cassure impliquant le gene PAX3, mais les éventuels genes partenaires

n’ont pas encore été identifiés (Hayashi et al., 1988; Ho et al., 2004; Hosoi et al., 2009).

1.4. Caractéristiques biologiques des ARMS

- Anatomopathologie

Les ARMS sont généralement caractérisés par une cytologie particuliere : les
cellules sont monomorphes, les noyaux possedent des contours plus ou moins
irréguliers, avec une chromatine hétérogene. Il existe deux principaux types
d’architecture : les ARMS classiques sont caractérisés par des agrégats denses de
petites cellules rondes indifférenciées qui fixent intensément 1"hématoxyline. Ces
agrégats de cellules sont typiquement séparés par des septa fibreux, formant des
structures ressemblant a des alvéoles pulmonaires (figure 2). Les ARMS peuvent
également se présenter sans cette caractéristique, avec des septa fibreux peu visibles :

on parle alors de variant alvéolaire de forme solide (Tsokos et al., 1992).
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Figure 2 : coupe en paraffine colorée HES d'un ARMS.

L’image montre de petites cellules rondes avec un marquage bleu intense des noyaux. Les cellules
sont organisées en groupes séparés par des septa fibreux (image microscopique capturée par le

Dr. Dominique Ranchere-Vince, Département de Biopathologie, Centre Léon Bérard, Lyon).

- Caractéristiques génétiques et moléculaires

La signature moléculaire qui caractérise le plus souvent les ARMS implique la
translocation chromosomique t(2;13)(q35;q14) (Turc-Carel et al., 1986). Le transcrit de
fusion résultant, liant les genes paired box 3 et forkhead box O1 (PAX3-FOXO1) a été
identifié pour la premiere fois en 1993 (Barr et al., 1993). Le second variant le plus
fréquent est issu de la translocation t(1;13)(p36;q14), et génere le transcrit de fusion
PAX7-FOXOL1 (Biegel et al., 1991; Davis et al., 1994b). Plus rarement, quelques cas
d’ARMS ont été décrits avec des translocations alternatives de type t(X;2)(q13;q35),

t(2;2)(p23;935) et t(2;8)(q35;q13), qui génerent respectivement les transcrits de fusion
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PAX3-FOX0O4, PAX3-NCOAT1 et PAX3-NCOAZ2 (Barr et al., 2002; Wachtel et al., 2004;
Sumegi et al., 2010). Il existe également un unique cas d’ARMS de variant solide pour
lequel il est décrit un transcrit de fusion amplifié de type FOXO1-FGFR1 (Liu et al.,
2011).

La majorité des ARMS exprime donc la protéine de fusion PAX3-FOXO1 ou
PAX7-FOXOL1. Les genes PAX3 et PAX7 sont tous deux des membres de la famille
des genes paired box. PAX7 est 'homologue le plus proche du gene PAX3. Ces deux
genes partagent une organisation génétique similaire, ainsi des fonctions similaires,
meéme si leurs profils d’expression sont distincts (Barr et al., 1999; Barr, 2001; Relaix et
al., 2006). Dans les deux cas, les points de cassure se produisent au niveau du
septieme intron des genes PAX, et dans le premier grand intron du gene FOXOL1. 1l
en résulte des protéines chimériques contenant le domaine N-terminal de liaison a
I’ADN du gene PAX3 ou PAX7 (domaines paired box et homeobox) fusionné au
domaine C-terminal de transactivation du gene FOXO1 (Barr, 2001) (figure 3). Ce
principe de création d'une protéine chimérique possédant les capacités spécifiques

des deux partenaires impliqués reste similaire dans le cas des transcrits rares.
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PB = paired box domain, HB = homeobox domain, FH = fork head domain, NES = nuclear export sequence
CID = C-terminal repeat domain (CTD) interaction domain, AD2 = transactivation domain 2

Figure 3 : représentation schématique des principales translocations retrouvées dans les ARMS.

Les protéines chimériques résultantes contiennent les domaines de liaison a ' ADN des genes PAX
fusionnés avec les domaines de transactivation des genes FOXO ou NCOA. Le résultat est la
production de facteurs de transcription aberrants, qui possedent les capacités de liaison a ’ADN des
genes PAX, et les activités potentielles de transactivation transcriptionnelle des genes FOXO ou

NCOA.

L’année de sa découverte, le transcrit de fusion PAX3-FOXO1 a été cloné par
deux groupes indépendants (Galili et al., 1993; Shapiro et al.,, 1993). Depuis son
clonage, de nombreuses études ont été menées pour comprendre le role PAX3-
FOXO1 dans la « rhabdomyosarcomagenese ». Les premiers travaux réalisés dans
des fibroblastes de poulet ou dans des lignées cellulaires myogéniques ont montré
que PAX3-FOXOT1 induisait une croissance indépendante de I’ancrage et inhibait la

différenciation myogénique (Epstein et al., 1995; Scheidler et al., 1996). Plus tard,
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d’autres études se sont penchées sur les multiples aspects de la transformation
cellulaire opérée par PAX3-FOXO1, montrant que les effets monogéniques de son
expression influencaient de maniere aberrante la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire (Hollenbach et al., 1999; Margue et al., 2000; Anderson et al.,
2001; Wang et al., 2005; Miller and Hollenbach, 2007; Roeb et al., 2007; Roeb et al.,
2008).

De maniere générale, une meilleure compréhension de la fonction des protéines
chimériques permettra d’élucider le mécanisme moléculaire aboutissant a la
formation des ARMS, et permettra d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles.
Des études ont toutefois montré que 1'expression seule de PAX3-FOXO1 n’était pas
suffisante pour induire la formation d'un ARMS (Anderson et al., 2001; Lagutina et
al, 2002; Keller et al, 2004). Il est probable qu'une combinaison de voies
métaboliques altérées affectant la prolifération et la survie cellulaires ainsi qu'une
expression de PAX3-FOXO1 soient nécessaires pour le développement d'un ARMS
(Diller et al., 1995).

1.5. Evénements génétiques secondaires présents dans les RMS

Un résumé des événements génétiques primaires et additionnels qui participent
a la tumorigenese des RMS est présenté dans la figure 4. Il est intéressant de
remarquer que les genes décrits ci-dessous sont souvent connus pour étre les
moteurs des différents syndromes familiaux de prédisposition aux RMS. Il semblerait
que pour les ARMS comme pour les ERMS, plusieurs événements génétiques
séquentiels soient indispensables a lI'’émergence du cancer; ces événements sont
complémentaires, agissant d’une part sur la prolifération et la survie cellulaires, et

d’autre part sur le blocage de la différenciation cellulaire.
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- Evénements favorisant la survie cellulaire

Un des facteurs clés contribuant au développement des RMS est le gene TP53. 11
s’agit d’un facteur de transcription qui, en réponse a un stress cellulaire et/ou une
activation oncogénique, peut induire de nombreux signaux anti-prolifératifs et
apoptotiques (Sherr, 2004). Le gene MDM2 est un régulateur négatif crucial de
I'activité de TP53: l'activité ligase E3 du gene MDM2 permet "'ubiquitination du
domaine de transactivation de TP53, ce qui induit sa dégradation par le protéasome
(Kruse and Gu, 2009; Wade et al., 2010). L’inactivation de la voie TP53 se produit
dans de trés nombreux cancers, dont les sarcomes (Kusafuka et al., 1997; Yoo et al.,,
1997), avec une fréquence variable selon les types de tumeurs (Soussi, 2011).
Plusieurs études ont décrit des mutations de TP53 et une amplification du gene
MDM2 dans des lignées cellulaires et des tumeurs primitives de RMS (Keleti et al.,
1996; Taylor et al., 2000; Takahashi et al., 2004). Ces altérations suggerent donc un

role important de la voie TP53 dans la biogenese des RMS.

- Evénements favorisant la prolifération cellulaire

La voie du gene suppresseur de tumeur retinoblastoma 1 (RB1) est une autre voie
métabolique qui pourrait contribuer au développement des RMS. Le blocage de cette
voie par la dérégulation et I'inactivation des inhibiteurs des cyclin dependent kinase
(CDK) CDKN2A et CDKNI1A est souvent impliqué dans la formation de tumeurs
(Sherr, 1996). En particulier, CDKN2A peut inhiber l'activité des cyclin dependent
kinases 4 et 6 (CDK4 / CDK®6), ce qui entraine une hypophosphorylation et une
activation de la protéine RB1 qui, a son tour, empéche le facteur de transcription
E2F1 d’étre activé, ce qui bloque les cellules en phase G1 (Sherr and Weber, 2000). La
perte de CDKN2A a été décrite dans des lignées cellulaires et dans des tumeurs
primitives de type ARMS et ERMS, ce qui veut dire que cet inhibiteur de CDK
pourrait étre impliqué dans le développement des RMS pédiatriques (Iolascon et al.,

1996; Obana et al., 2003).
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- Autres événements contribuant a la tumorigenese des RMS

En plus de l'inactivation des voies TP53 / RB1, plusieurs autres genes ont été
décrits comme étant impliqués dans le développement des RMS.

L’oncogene MYCN a été tres étudié dans les neuroblastomes : il joue un role
important dans la prolifération cellulaire et la différenciation (Westermark et al.,
2011). De nombreuses études ont montré une amplification du gene MYCN dans des
tumeurs primitives, ainsi que dans des lignées cellulaires d”ARMS (Dias et al., 1990;
Driman et al., 1994; Pandita et al., 1999). De maniere intéressante, il semblerait que
comme dans le neuroblastome, 'amplification du gene MYCN soit un marqueur de
mauvais pronostic dans les ARMS (Hachitanda et al., 1998).

Des mutations dans les genes de la famille RAS ont été retrouvées dans de
nombreux cancers (Bos, 1989). La famille RAS est constituée des genes HRAS, KRAS
et NRAS. L’activation de la voie RAS est retrouvée de fagon prédominante dans les
ERMS, sous la forme de mutations activatrices pouvant toucher les trois membres de
cette famille (Shukla et al., 2012). Des expérimentations in vitro et in vivo ont
démontré que l'activation de la voie RAS était impliquée dans la tumorigenese des
ERMS et des ARMS, par blocage de la différenciation (Linardic and Counter, 2008;
Ren et al., 2008). Toujours dans les ERMS, une étude récente a démontré que la voie
RAS pouvait étre indirectement activée, en I'absence de mutations des genes RAS,
par une perte de fonction du gene NF1 via des délétions homozygotes (Paulson et al.,
2011). Le gene NF1 étant inactivé, la voie RAS est activée puisque dans des
conditions physiologiques normales, NF1 augmente I’activité GTPase de RAS, qui se

retrouve alors inactive (Le and Parada, 2007).
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Figure 4: résumé des événements génétiques qui se produiraient durant la myogeneése et qui
pourraient mener a la formation des RMS.

Dans ce modele, les effets induits par la présence d’un transcrit de fusion (ARMS) ou d’'une LOH
(ERMS), sont complétés par des événements secondaires. Les anomalies génétiques ciblant

préférentiellement les ARMS sont représentées en rouge, celles ciblant les ERMS en vert.
1.6. Le diagnostic différentiel ARMS versus ERMS

Ces dernieres années, des efforts importants ont été faits afin de distinguer de
facon fiable et reproductible les ERMS et les ARMS, ces derniers étant des tumeurs
beaucoup plus agressives. Alors que, dans le passé, la distinction était plutot faite sur
des criteres d’architectures (par exemple, la présence de structures alvéolaires), il est
aujourd’hui reconnu que les caractéristiques cytologiques sont plus fiables. En
particulier, les cellules des ARMS possedent une morphologie plus uniforme, sont
beaucoup plus rondes et ont de plus gros noyaux que ceux des ERMS.

Cependant, les ERMS peuvent varier d'une présentation lache, myxoide et peu
cellulaire a une présentation plus dense, a petites cellules rondes tres indifférenciées

(figure 5). Ils rappellent alors certains ARMS, en particulier les variants solides pour
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lesquels les septa fibreux ont disparu. Cette similarité d’apparence peut étre
accentuée lors de I’analyse de petites biopsies non représentatives de la totalité de la
lésion. Sans étude complémentaire en IHC ou en biologie moléculaire, ces types de
lésions sont souvent impossibles a distinguer entres elles, et parfois méme vis-a-vis
d’autres 1ésions a petites cellules rondes. L'IHC peut aider a orienter le diagnostic
vers I'un des deux sous-types de RMS, puisque la positivité d’AP-2 beta semble
corrélée a la présence d'un ARMS a transcrit courant (marqueur actuellement a
I'essai), alors que I'EGFR est souvent positif chez les ERMS. En diagnostic de routine,
l'identification des translocations spécifiques des ARMS via les techniques de PCR et
d’hybridation in situ fluorescente (FISH) permet de distinguer les ARMS des ERMS,

dans ces cas ou la morphologie seule n’est d’aucune aide (Mehra et al., 2008).
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Figure 5 : coupe colorée HES d’un RMS indifférencié de la zone grise, difficile a classer.
(Image microscopique capturée par le Dr. Dominique Ranchére-Vince, Département de Biopathologie,

Centre Léon Bérard, Lyon).
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Le tableau 2 résume les principales caractéristiques permettant aux médecins
anatomopathologistes, aux médecins cytogénéticiens et aux biologistes moléculaires
de différencier ces deux entités. En ce qui concerne les RMS a petites cellules rondes
tres indifférenciées, il subsiste cependant une zone grise avec de nombreuses
incertitudes, car certaines caractéristiques moléculaires sont difficilement détectables
par des techniques de routine sur des prélevements inclus en paraffine, tels que les

transcrits rares décrits dans les ARMS ou les pertes d"hétérozygoties décrites dans les

ERMS.

Caractéristiques

ERMS

ARMS

Age au diagnostic

- généralement <5 ans

- les variants a cellules
fusiformes pluto6t chez les
adolescents

- tous les ages

- plus de risque d’étre un ARMS
si se développe chez des
patients de 5 ans et plus

Sites préférentiels

- téte et cou

- extrémités des membres

- abdomen - tronc
- appareil urogénital - téte et base de crane
- scrotum
Anatomopathologie IHC : desmine +, myogénine + IHC : desmine +, myogénine ++,
variable, EGFR souvent + AP-2 beta + (transcrits courants,
en cours de développement)
Cytogénétique - perte d’hétérozygotie du bras | - translocations et transcrits de

court du chromosome 11

- anomalies de 'empreinte
parentale

- gains des chromosomes 2, 7, 8,
11,12, 13921, et 20

- pertes des zones 1p35-36.3, 6,
9922, 14q21-32, et 17

- diploidie ou hyperploidie

- profils d’expression
hétérogenes sur puces
d’expression

fusions :

t(2;13), PAX3-FOXO1
t(1;13), PAX7-FOXO1
t(2;2), PAX3-NCOA1
t(2;8), PAX3-NCOA2
t(X;2), PAX3-FOXO4

- amplifications géniques
- diploidie ou tétraploidie
- profils d’expression
homogenes sur puces
d’expression (pour les tumeurs
a transcrits de fusion)

Tableau 2 : tableau comparatif des principales caractéristiques biologiques des ARMS et ERMS.
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1.7. Facteurs pronostiques

Les RMS présentent généralement un risque élevé de développer des
métastases, 1'issue du variant alvéolaire étant la plus défavorable, avec une forte
propension a disséminer précocement et de maniere large, une mauvaise réponse a la
chimiothérapie et des rechutes rapides (Tsokos et al., 1992). Le taux de survie a 5 ans
des patients atteints de RMS s’est considérablement amélioré ces dernieres années,
puisqu’il est passé de 55% lors des premieres études de I'IRSG (Maurer et al., 1988), a
une survie globale d’environ 70 a 75%, d’apres les études récentes de 'IRSG et de la
Société Internationale d'Oncologie Pédiatrique (SIOP) (Stevens et al., 2005a; Meza et
al., 2006). La stratification en groupes de risques a été la clé de 'amélioration de la
prise en charge clinique des RMS. Ainsi, les risques sont calculés en fonction de
parametres compliqués tels que 'histologie, la présence ou non de métastases, 1'age
du patient, le stade, le site et la taille de la tumeur, ainsi qu’en fonction des marges
chirurgicales et du bilan d’extension.

Parmi les ARMS, il existe également des phénotypes cliniques distincts associés
a la nature du transcrit de fusion (Kelly et al., 1997). Il a été démontré qu’en situation
métastatique, le transcrit de type PAX3-FOXOL1 était de bien plus mauvais pronostic
que le type PAX7-FOXO1 (Sorensen et al., 2002). En ce qui concerne les patients
porteurs d'un ARMS locorégional, 'impact de la nature du transcrit de fusion sur le
devenir des patients a été récemment remis en cause (Stegmaier et al., 2011), mais
une autre étude ultérieure a finalement confirmé la valeur de mauvais pronostic du

transcrit de fusion PAX3-FOXO1 (Missiaglia et al., 2012).

Les deux sites les plus communs pour I'émergence des métastases de RMS sont
les poumons (40 a 50 % des cas) et la moélle osseuse (20 a 30 % des cas) ; les sites les
moins courants sont les os (10 %) et les ganglions lymphatiques (jusqu’a 20%, en
fonction du site de la tumeur primitive) (Lawrence, Jr. et al., 1977; Ruymann et al.,
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1984; Koscielniak et al., 1992). Plus rarement, des métastases peuvent étre trouvées
dans les organes viscéraux (cerveau ou foie), généralement chez les patients en phase

terminale (Shimada et al., 1987; Wexler et al., 2006).

1.8. Traitement des RMS

Le traitement des RMS dépend de plusieurs facteurs : le stade de la tumeur, sa
localisation et son sous-type histopathologique. Les ERMS et les ARMS répondent
bien a la chimiothérapie, mais les rechutes sont plus fréquentes pour les sous-types
alvéolaires. Les formes alvéolaires étant plus agressives que les autres, leur
traitement est beaucoup plus lourd et nécessite le recours a des radiothérapies et a
des chimiothérapies plus intensives. Des traitements a base de cycles alternés de
chimiothérapies = combinées  (généralement  vincristine, adriamycine et
cyclophosphamide) sont utilisés dans tous les RMS, alors que la radiothérapie est
principalement utilisée pour les stades Il a IV des ARMS et les stades IV des ERMS.

Grace a ces approches thérapeutiques modernes, l'issue des ARMS s’est
améliorée de fagon constante sur plusieurs décennies. Mais ces traitements intensifs
peuvent entrainer des séquelles plus ou moins graves a long terme, surtout chez les
jeunes enfants (Stevens, 2005; Mansky et al, 2007). Il est donc crucial de les

administrer uniquement aux enfants présentant des formes de RMS tres agressives.
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La classification moléculaire est donc d'un apport essentiel pour orienter la
prise en charge des patients porteurs de RMS, puisqu’elle permet d’affiner le
diagnostic lorsque les criteres classiques fondés sur la morphologie et I'THC
atteignent leurs limites. Afin d’apporter une aide aux médecins
anatomopathologistes dans leur prise de décision, nous avons entrepris de
développer deux approches différentes permettant de démembrer les RMS. La
premiere approche a consisté a concevoir une puce a ADN ayant pour but la
détection de la totalité des transcrits de fusion décrits dans les ARMS. Dans un
second temps, nous avons choisi d’utiliser une technologie de PCRq a moyen débit
pour établir les profils d’expression des microARN, afin d’évaluer leur potentiel
pouvoir discriminant entre ARMS et ERMS. Cette méme technologie permettant
d’analyser les profils d’expression des microARN a également été appliquée a une

autre pathologie, I'ostéosarcome, mais cette fois-ci dans un contexte thérapeutique.
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2. Les ostéosarcomes

2.1. Description et épidémiologie

L’ostéosarcome (OS) est une tumeur maligne rare des tissus conjonctifs qui est
caractérisée par la production d’une matrice ostéoide par les cellules tumorales. Le
terme ostéosarcome a été introduit des 1805 par le chirurgien francais Alexis Boyer
(Peltier, 1993). Malgré le fait que ce cancer ait été tres étudié depuis le début du XXeme
siecle, il est toujours caractérisé par un taux de mortalité élevé, et sa génétique est

encore mal comprise.

L’incidence des OS est faible, de 2 a 4,8 cas par an et par million de personnes. Il
représente moins de 0,2 % de l'ensemble des cancers (Whelan et al., 2010), mais il
s’agit du cancer des os le plus courant et du troisieme cancer le plus courant parmi
les adolescents (Kansara and Thomas, 2007). Deux tiers des patients porteurs d'un
OS sont agés entre 10 et 25 ans (Bullough, 2004), période ou la croissance osseuse est
maximale. Dans un tiers des cas, les OS surviennent chez des individus de plus de 40
ans, mais ces événements surviennent généralement dans un contexte génétique

particulier (Schimke et al., 1974).

Des facteurs génétiques et environnementaux jouant un rdle dans la biogenese
des OS ont été identifiés, et plusieurs syndromes familiaux sont associés a 1'OS.
L’exposition a des radiations ou a la radiothérapie augmente les risques de
développer un OS a long terme, sur une période de plusieurs dizaines d’années
(Amendola et al., 1989). Les agents de contraste utilisés au diagnostic et les agents
alkylants utilisés lors des traitements pourraient également augmenter le risque de
développement d’OS (Ottaviani and Jaffe, 2009).

Les patients possédant des remaniements désordonnés du tissu osseux, tels que
les patients atteints de la maladie de Paget, ont un risque accru de développement

d’OS. Dans ces syndromes, les patients développent généralement des OS apres 40
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ans. La maladie de Paget a été découverte en 1877 par Sir James Paget, et a ensuite
été associée a des anomalies déléteres du gene TNFRSF11A (RANK) dans la voie de
signalisation du TNF/IL1, ou des genes SQSTM1 et MAPKS, qui sont des acteurs de
la voie de signalisation de TNFRSF11A (Kansara and Thomas, 2007). Les formes
héréditaires de rétinoblastomes sont également fortement associées aux OS (Hansen
and Cavenee, 1987). Ce syndrome est causé par une mutation germinale du gene
suppresseur de tumeur RB1 (Friend et al., 1986), qui conduit a des développements
de tumeurs malignes de la rétine chez des patients tres jeunes, généralement avant 5
ans. Ces mémes patients ont 2000 fois plus de risques de développer un OS du crane
en territoire irradié, et 500 fois plus de risques de développer un OS des extrémités
(Wong et al, 1997). Les patients porteurs du syndrome de Li-Fraumeni (cf.
introduction, biologie des rhabdomyosarcomes) ont également plus de risques de
développer un OS. A noter qu’il existe encore d’autres syndromes moins courants

associés a la production d’OS (Calvert et al., 2012).

2.2. Diagnostic et classification

- Présentation clinique

Les patients porteurs d"un OS présentent le plus souvent une douleur liée a une
masse au niveau d’un os ou d’une articulation (Arndt and Crist, 1999). La douleur est
plus forte lors d"une activité physique, et persiste la nuit. Des fractures pathologiques
surviennent dans 5% des cas. Ces symptomes apparaissent généralement plusieurs
mois avant le diagnostic. Ces lésions, qui peuvent étre ostéolytiques et/ou
sclérosantes, peuvent étre détectées par radiographie (Rosenberg et al, 1995). La
scintigraphie et I'imagerie par résonnance magnétique (IRM) permettent d’évaluer
I'extension de la tumeur et de planifier I’approche biopsique ou chirurgicale (Gibbs

et al., 2002). Ces techniques sont également fondamentales pour la recherche de
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métastases. Avant traitement, le diagnostic d’OS doit étre confirmé au niveau

histologique par une biopsie, pour le distinguer d’autres tumeurs osseuses.

L’OS peut se développer sur tous les os, mais il affecte principalement les os
longs au niveau du cartilage de croissance: le fémur distal, le tibia proximal et

I"humérus (Bullough, 2004).

- Anatomopathologie

Histologiquement, la lésion apparait comme une prolifération d’ostéoblastes
plus ou moins bien différenciés, produisant une matrice osseuse d’architecture
anarchique, plus ou moins abondante. Cette matrice osseuse peut étre isolée, ou
associée a une production de matrice cartilagineuse ou fibreuse (Schajowicz et al.,
1995).

Selon la classification de 'OMS, les OS sont séparés en deux groupes, les OS
centraux (intra-médullaires) et les OS de surface (Fletcher et al., 2002). Plus de 75 %
des cas sont des OS centraux. Ils sont situés dans le canal médullaire des os et sont
caractérisés par plusieurs sous-types histologiques. Le type histologique le plus
commun est I’OS conventionnel de haut grade. Parmi ceux la, le sous-type appelé OS
ostéoblastique représente pres de la moitié des cas, suivi des formes fibroblastiques
et chondroblastiques (figure 6), représentant chacun environ un quart des cas
(Cleton-Jansen et al., 2005). Les cas restants sont des variants rares incluant par
exemple 1'OS télangiectasique, 1’OS riche en cellules géantes, 'OS ressemblant a
I'ostéoblastome et 1'OS ressemblant au chondroblastome. Des sous-types
histologiques différents sont fré¢quemment retrouvés au sein d’'une méme tumeur,

rendant une classification précise difficile.
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Figure 6 : coupes en paraffine colorées HES des trois formes les plus courantes d’OS.

(A) L'OS ostéoblastique, représentant environ 50 % des OS médullaires, est riche en ostéogenese. (B)
L’OS chondroblastique, représentant environ 25 % des OS médullaires. (C) L'OS fibroblastique,
pauvre en matrice ostéoide, représente environ 25 % des OS médullaires (photos microscopiques
reproduites a partir de 1'Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology,

http://atlasgeneticsoncology.org/Tumors/ ConvOsteoID5344.html).

Les lésions de surface sont moins souvent observées et comprennent deux
principaux sous-types : I'OS parostéal, de bas grade de malignité, et 'OS périosté, de
grade intermédiaire de malignité. A la différence des OS centraux retrouvés
principalement chez les adolescents, les OS parostéaux surviennent chez les jeunes
adultes (avec un pic a environ 30 ans), et sont plus communs chez les femmes
(Bullough, 2004). Selon la classification de I'OMS, 'OS périosté serait plus fréquent

chez les adolescents.
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- Caractéristiques génétiques et moléculaires

Les ostéosarcomes ne présentent pas d’anomalie chromosomique récurrente. A
la différence du rhabdomyosarcome et de nombreux autres sarcomes a génomique
simple, aucune translocation n’a été identifiée. Des caryotypes anormaux avec
aneuploidies et des anomalies génétiques complexes ont été répertoriés, mais sans
recoupements clairs entre les différents cas (Guillou and Aurias, 2010). Il a été
suggéré qu'une déficience dans les mécanismes de stabilité chromosomique ou de
réparation de ’ADN pourrait étre un événement précurseur de la pathogenese des

OS, menant ensuite a ces anomalies désordonnées (Khanna, 2008).

Comme chez les RMS, les voies RB1 et TP53 seraient impliquées dans
I'oncogenese des OS (figure 7). La dérégulation de I'expression du gene RB1 a des
effets prolifératifs. La perte d’expression du gene RB1 a été fréquemment décrite
dans des cas sporadiques d’OS (Kansara and Thomas, 2007), par LOH dans 40 a 70 %
des cas (Feugeas et al., 1996, Heinsohn et al., 2007), mais également par des
réarrangements chromosomiques ou des mutations ponctuelles (Miller et al., 1996b).
D’autres genes de la voie RB1 sont également fréquemment dérégulés, tels que CDK4
et CDKN2A (Miller et al., 1996a; Nielsen et al., 1998; Yoshida et al., 2010).

La perte de fonction du gene TP53 a été décrite dans 40 a 60 % des OS de haut
grade (Tsuchiya et al., 2000). Elle peut résulter d’une délétion (70 a 80 % des cas), de
mutations ponctuelles (20 a 30 % des cas), parfois de réarrangements structurels
(Hoogerwerf et al.,, 1994). La voie du gene TP53 peut étre dérégulée via d’autres
genes. Le gene MDM?2, un inhibiteur de TP53, est amplifié dans les OS de maniere
indépendante des altérations de TP53 (Ladanyi et al., 1993; Duhamel et al., 2012).
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Figure 7 : schéma des voies métaboliques TP53 et RB1.
Les voies RB1 et TP53 sont reliées par le gene CDKN2A, qui code pour deux protéines différentes P16
et P14 (p16CPxN2A et p14CPKN24) Ces deux protéines sont impliquées dans des cascades de régulation

permettant un controle précis du cycle cellulaire (figure adaptée d’apres (Castello et al., 2010)).

2.3. Traitement

L’ostéosarcome de haut grade et de grade intermédiaire est actuellement traité
par chimiothérapie néoadjuvante et adjuvante. A des doses standard utilisées en
clinique, la radiothérapie ne permet pas de stériliser ces tumeurs: elle n’est donc
généralement pas prescrite en tant que traitement (Picci, 2007), méme si des études
récentes ont démontré de bons résultats lorsqu’elle est utilisée en combinaison avec

une chimiothérapie (Mahajan et al., 2008).

- Traitement conventionnel

Avant l'introduction de la chimiothérapie dans les années 70, les OS étaient
traités uniquement par chirurgie. Le taux de survie global était alors seulement de 10
a 20 % (Eilber and Rosen, 1989). Malgré l'arrivée de la chimiothérapie, 1’ablation

complete de la tumeur est primordiale, car seulement 10 % des patients sont guéris
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par la seule chimiothérapie (Jaffe et al.,, 2002). Grace aux progres de la chirurgie
orthopédique, I'amputation du membre complet peut étre évitée dans la plupart des
cas (Kim et al., 2010a) : des procédures de sauvetage des membres sont désormais
utilisées dans 90 % des cas et n’affectent pas la survie des patients quand on pratique
des marges larges. Comme les OS affectent principalement les jeunes enfants et les
adolescents, ces procédures chirurgicales limitent le poids de la chirurgie a long
terme et améliore grandement la qualité de vie des patients (Punzalan and Hyden,
2009). Pour les formes d’OS de bas grade, le traitement reste exclusivement

chirurgical.

- Chimiothérapie

L’introduction de la chimiothérapie pré- et postopératoire comme principal
traitement des OS a grandement amélioré la survie globale des patients (Philip et al.,
1999). Elle était au maximum de 20 % lorsque la chirurgie était la seule prise en
charge, elle est désormais d’environ 60 a 70 % (Greene, 2002). Depuis, aucun
changement significatif relatif a cette survie n’a été observé. La chimiothérapie
préopératoire cible les micro-métastases indétectables présentes chez la plupart des
patients (Bruland et al., 2005). La chimiothérapie est également utile pour réduire la
masse tumorale, facilitant sa résection et l'utilisation de chirurgies moins invasives
(Gibbs et al., 2002; Kim et al., 2010a).

Les agents chimiothérapiques couramment utilisés pour le traitement des OS
sont la doxorubicine (Cortes et al., 1974; Pratt and Shanks, 1974), le cisplatine (Baum
et al., 1981; Gasparini et al., 1985), le méthotrexate (Jaffe et al., 1974; Pratt et al., 1980),
et I'ifosfamide (Marti et al., 1985; Miser et al., 1987; Saleh et al., 1990). L’ifosfamide
(IFO) est fréquemment utilisé en combinaison avec 1’étoposide, un inhibiteur de

topoisomérase II (Ferguson and Goorin, 2001).
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L’TFO est un agent alkylant qui interagit directement avec ’ADN pour former
des liaisons covalentes par l'intermédiaire de ses radicaux alcoyles (figure 8). Ceci
aboutit a la formation de ponts alcoyles intrabrins et interbrins, et secondairement a
une inhibition de la transcription et de la réplication de I’ADN aboutissant a la mort
cellulaire par apoptose (Furlanut and Franceschi, 2003). Son action est cycle-

dépendante, elle respecte les cellules en phase GO.
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Figure 8 : formule chimique de I'ifosfamide.

Formule complete : N-3-bis(2-chloroéthyl)-1,3,2-oxazaphosphinan-2-amide-2-oxyde.

La réponse d’'un patient a la chimiothérapie préopératoire est évaluée par un
médecin anatomopathologiste, sur la piece opératoire apres résection. Moins de 30 %
des patients sont considérés comme de bons répondeurs a la chimiothérapie
(Provisor et al., 1997). Une bonne réponse correspond a la présence de plus de 90 %
de cellules tumorales nécrotiques (Salzer-Kuntschik et al., 1983; Winkler et al., 1988).
La survie a 5 ans des patients qui présentent une bonne réponse a la chimiothérapie
est d’environ 75 a 80 %, a comparer aux taux de 45 a 55 % pour les mauvais

répondeurs (Bielack et al., 2002).
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- Nouvelles stratégies thérapeutiques

De nombreux OS étant résistants aux agents cytotoxiques classiquement utilisés
lors des traitements chimiothérapiques, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont
été élaborées. Le développement de traitements antiangiogéniques est certainement
I'approche la plus prometteuse. Il a été montré que l'angiogenese était un facteur
essentiel pour la croissance tumorale et I'émergence de métastases, et que la densité
vasculaire tumorale pouvait étre un indicateur de la malignit¢é de la tumeur
(Folkman, 1990; Gasparini and Harris, 1995). L’angiogenese est donc rapidement
devenue une cible pour les traitements anticancéreux (Sedlacek, 2001). Les OS sont
des tumeurs tres vascularisées, et l'angiogenése serait impliquée dans Ila
dissémination métastatique, notamment apres résection de la tumeur primitive
(Tsunemi et al., 2003; Kaya et al., 2004). De nombreuses études in vitro et in vivo en
phases précliniques ont prouvé l'efficacité de la stratégie antiangiogénique dans les
OS, via l'inhibition de la voie du vascular endothelial growth factor (VEGF) (Ando et al.,
2012). Les médicaments développés peuvent étre des anticorps monoclonaux
humanisés dirigés contre le VEGF ou ses récepteurs VEGFR, mais également des
inhibiteurs des tyrosines kinases associées au récepteur VEGF (Halimi et al., 2008).
L’endostatine, une molécule naturelle dérivée du collagene, est également un
inhibiteur de I’angiogenese a large spectre, interférant avec de nombreux acteurs de
la voie du VEGF (Folkman, 2006). Cet inhibiteur endogene a donné des résultats
prometteurs sur des modeles in vivo d’ostéosarcomes chez le rat (Dutour et al., 2005).

De nombreuses études cliniques sont actuellement a l'essai, car les modalités
optimales d’administration des thérapies antiangiogéniques vis-a-vis des
chimiothérapies sont encore inconnues (Stempak et al., 2006). En effet, les nombreux
vaisseaux sanguins irriguant la tumeur permettent également d’améliorer la
distribution de la chimiothérapie aux cellules cancéreuses. Combattre ces voies
d’approvisionnement pourrait donc se révéler étre une action a double tranchant

(Clark et al., 2008).
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Les approches de thérapies géniques sont également a I'étude (Witlox et al.,
2007). Elles regroupent des stratégies aussi différentes que l'utilisation d’un gene
suicide, I'immuno-potentialisation et la compensation des mutations des genes TP53
et RB1. Cependant, ces stratégies sont aujourd’hui encore limitées par des problemes
techniques liés a la toxicité des vecteurs viraux et a la difficulté de les utiliser de

maniere ciblée.

2.4. Risques et effets secondaires du traitement a I'ifosfamide

Comme la plupart des chimiothérapies, I'I[FO possede une toxicité immédiate,
provoquant vomissements, alopécies et neutropénies courtes (Ferrari et al., 2009). De
plus, I'IFO possede une neurotoxicité dose-limitante, appelée encéphalopathie a
ifosfamide, d’origine encore incertaine. L'incidence de cet effet secondaire, qui peut
étre fatal, est de 10 a 20 % apres un traitement intraveineux (Pelgrims et al., 2000). Il
existerait des facteurs de risque, tels que les antécédents d’atteintes neurologiques
(Cain and Bender, 1995). L'IFO peut également étre associée a des complications de
types arythmies et arréts cardiaques, ainsi que des cystites hémorragiques
(Klastersky, 2003). En raison de la toxicité vésicale de I'IFO, il est recommandé de lui
associer systématiquement un médicament uroprotecteur (Voute et al., 1996).

L’utilisation fréquente de l’étoposide en association avec I'I[FO peut aussi
induire des effets secondaires graves. Les doses cumulées élevées d’étoposide
peuvent accroitre le risque de cancers secondaires, notamment le risque de leucémie
my¢éloide aigué secondaire (Shen et al., 2009). De plus, méme s’il n’existe pas encore
d’études ayant démontré un lien direct entre cancers secondaires et traitement a I'IFO
dans les ostéosarcomes, en tant qu’agent alkylant, il pourrait également étre a
I'origine de cancers secondaires de type syndrome myélodysplasique (Pedersen-

Bjergaard et al., 2008).
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2.5. Evolution et facteurs pronostiques

L’évolution spontanée de 1'OS est toujours fatale, vers une agression locale et

une dissémination hématogene métastatique précoce.

- Récidives et métastases

Les OS présentent fréquemment des récidives ou des métastases. Les
métastases peuvent étre précoces et présentes au moment du diagnostic, ou tardives,
apparaissant des années apres le traitement. Le site métastatique le plus répandu est
le poumon, puisqu’il concentre environ 80 % des localisations métastatiques, mais
des métastases osseuses ou dans les tissus mous sont également rapportées (Kaste et
al., 1999). Environ 20 % des patients présentent des métastases distantes détectables
au moment du diagnostic (Cleton-Jansen et al., 2005). Les patients en évolution
métastatique ont un pronostic plus mauvais et leur survie a 5 ans est beaucoup plus
faible, puisqu’elle chute a 10 % quand des métastases sont présentes au diagnostic
(en comparaison aux 55 % de la maladie localisée, et aux 90 % des OS de bas grade)

(Bielack et al., 2002).

- Facteurs pronostiques cliniques

A T'heure actuelle, il existe peu de facteurs pronostiques utilisés en routine pour
la prise en charge des OS. La réponse du patient a la chimiothérapie a été le facteur
pronostique le plus utilisé, avec la présence ou non de métastases (Philip et al., 1999).
Les patients présentant une mauvaise réponse a la chimiothérapie ou des métastases
disposent de peu de choix quant a un traitement additionnel. Ainsi, ces patients
seraient les premiers bénéficiaires de lidentification de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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Les différents sous-types histologiques montrent des réponses différentes a la
chimiothérapie, et peuvent étre utilisés en tant que marqueurs pronostiques, méme si
leur poids est limité et soumis a de grandes variabilités. Par exemple, le sous-type
chondroblastique répond classiquement moins bien a la chimiothérapie (Cleton-
Jansen et al., 2005). Ceci est peut-étre dii a la faible cellularité de cette tumeur et a la
présence d'une grande quantité de matrice chondroide, qui pourrait géner la
distribution du médicament aux cellules cancéreuses.

Une chirurgie incomplete est un facteur pronostique péjoratif et la classification
des marges chirurgicales peut étre utilisée pour prédire le risque de rechute. Des
marges chirurgicales larges sont recommandées pour limiter les risques de récidive

(Picci et al., 1994).

- Facteurs pronostiques moléculaires

L’expression de la P-glycoprotéine est certainement le marqueur pronostique le
plus prometteur. Cette protéine est codée par le gene ABCB1, un membre de la
tamille des transporteurs ABC et de la sous-famille multi-drug resistance (MDR). Cette
molécule permet aux cellules d’expulser la chimiothérapie, ce qui pourrait expliquer
son association avec un mauvais pronostic dans 94 cas d’ostéosarcomes (Serra et al.,
2006). Les auteurs suggerent son utilisation pour stratifier le risque pronostique, sous
réserve de validation sur une cohorte plus large.

De nombreux autres biomarqueurs sont rapportés dans la littérature comme
ayant une valeur de mauvais pronosticc mais la plupart de ces études
nécessiterait une validation sur de plus grandes cohortes (Clark et al., 2008). Une
surexpression du gene ERBB2 serait corrélée a un mauvais pronostic (Zhou et al.,
2003). Au niveau génomique, plusieurs études ont montré que la délétion ou la LOH
du locus 13q14 contenant le gene RB1 était un facteur de mauvais pronostic (Ozaki et

al., 2002; Patino-Garcia et al., 2003).
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Comme nous l'avons vu, a 'heure actuelle, aucun marqueur moléculaire a
valeur pronostique n’a été confirmé comme étant un prédicteur fort de la réponse a
la chimiothérapie, ou du risque de développer une maladie métastatique. Il existe un
fort besoin pour un tel biomarqueur, qui permettrait une attribution plus adaptée des
traitements aux patients, tout en minimisant les risques d’effets secondaires liés aux
traitements chimiothérapiques. Dans ce contexte, nous avons analysé les profils
d’expression des microARN dans des OS provenant de patients bons et mauvais
répondeurs par rapport au traitement a I'IFO (cf. article II) (Gougelet et al., 2011b). La
réponse a la chimiothérapie néoadjuvante est actuellement évaluée a partir du
pourcentage de cellules tumorales nécrotiques sur la piece d’exérese. S'il était
possible de trouver une signature d’expression prédictive de la réponse a la
chimiothérapie avant chirurgie, cela permettrait également d’orienter le geste

chirurgical.

42



INTRODUCTION - Partie I

II. LES MICROARN

1. Définition et mode d’action

1.1. Définition et découverte des microARN

Les microARN sont des ARN simple brin d"une longueur de 20 a 24 nucléotides
dans leur forme mature. Ils sont transcrits a partir du génome, mais leurs séquences
ne sont pas traduites en protéines. Ils régulent 'expression de protéines cibles en
s’appariant de maniere spécifique a leurs ARN messagers correspondants, inhibant
ainsi leur traduction ou entrainant leur dégradation.

Les microARN font partie de la grande famille des petits ARN, molécules
régulatrices possédant des fonctions tres variées chez les eucaryotes. Les petits ARN
sont tous dépendants d’enzymes de type RNase III pour leur biogénese, et
s’associent avec des protéines de la famille Argonaute pour agir lors des différents
mécanismes de régulation négative. Il existe deux grandes classes de petits ARN : les
microARN, dérivés de précurseurs endogenes possédant une structure en tige-
boucle, et les small interfering ARN (siARN), générés a partir de longues molécules
d’ARN double brin, pouvant étre endogenes ou exogenes. Ces deux classes

participent au phénomene commun d”ARN interférence (ARNI).

Le phénomene d’ARNi a été observé pour la premiere fois chez les végétaux en
1990 (Napoli et al., 1990), mais il n’a réellement été compris et expliqué que quelques
années plus tard, grace a des travaux réalisés sur le nématode Caenorhabditis elegans
(Fire et al., 1998). Les résultats de ces travaux de recherche ont montré que
I'expression de génes pouvait étre régulée de maniere spécifique et efficace par
lI'injection d”ARN double brin de séquence homologue au gene visé. Parallelement a
la découverte de ce mécanisme d’ARNi, d’autres travaux, toujours sur Caenorhabditis
elegans, ont permis de mettre en évidence l'existence de petits ARN interférents

endogenes : les microARN (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Ainsi, lin-4 est le
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premier microARN décrit. Cet ARN fonctionnel semble étre responsable de la
répression traductionnelle de 'ARNm du gene lin-14, en s’appariant de fagon
imparfaite a des sites multiples situés dans sa partie 3'UTR. En 2000, une équipe
découvre le microARN let-7, responsable de linhibition de l’expression de la
protéine lin-41 (Reinhart et al., 2000). Lin-4 et let-7 sont tous deux impliqués dans
I'embryogenese de Caenorhabditis elegans (Olsen and Ambros, 1999). Contrairement a
lin-4, des homologues de let-7 sont rapidement découverts chez les mammiferes, et
une structure conservée de type tige-boucle est prédite pour le transcrit précurseur
(Pasquinelli et al., 2000). Le terme microARN est adopté en 2001, lorsque plusieurs
groupes de recherche publient simultanément des études montrant 'existence de
nombreux autres genes de microARN conservés entre le ver et 'homme (Lee and

Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001).

Depuis ces études, en un peu plus d'une dizaine d’années, on observe une
explosion du nombre de publications liées aux microARN, et bon nombre d’entre
elles décrivent leurs contributions a I’'oncogenese (figure 9). On compte aujourd’hui
plus de 2000 microARN matures identifiés, séquencés et annotés dans la version 19
de la base de données internationale des microARN nommeée miRBase (Griffiths-

Jones, 2004; Kozomara and Griffiths-Jones, 2011).
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Figure 9: évolution du nombre de publications annuelles traitant des microARN et de leurs
implications dans le cancer, jusqu’en septembre 2012.
Ces histogrammes ont été générés a partir des résultats de requétes effectuées sur le site de 'US

National Library of Medicine National Institutes of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Au sein du génome, les microARN sont codés par des unités transcriptionnelles
pouvant faire partie de régions déja codantes pour des protéines. Ainsi, environ la
moitié des genes de microARN humains seraient présents dans les introns d’autres
genes classiques, ou dans les introns de longs ARN non codants déja connus
(Rodriguez et al., 2004). L’autre moitié des genes de microARN sont dits
« intergéniques », parce qu’ils ne sont pas situés dans des unités transcriptionnelles
déja connues. Chez les mammiferes, environ un tiers des genes de microARN sont
dits polycistroniques, parce qu’ils sont regroupés sur le génome et partagent un
progéniteur pri-microARN commun (Lee et al., 2004) (voir paragraphe suivant).

Méme si on peut penser que la grande majorité des microARN matures sont
aujourd’hui identifiés, la compréhension de leur organisation génomique et de leurs

mécanismes de transcription est encore a approfondir.
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1.2. Biogenese des microARN

La majorité des microARN introniques seraient co-transcrits avec leur gene
hote. Cette hypothese a été confirmée par la fréquente corrélation entre 1’expression
des microARN introniques et celle de leur gene hote (Baskerville and Bartel, 2005;
Morlando et al., 2008). Cependant, environ 30 % des microARN introniques peuvent
étre transcrits a partir d’'un promoteur indépendant du gene hote (Corcoran et al.,
2009; Monteys et al., 2010). Les microARN subissent ensuite une série d’étapes de

maturation et de migration avant d’acquérir leur forme mature et active (figure 10).

Les genes codant pour les microARN sont principalement transcrits par I’ARN
polymérase II, qui produit une molécule d’ARN immature qui se replie en une
structure en tige-boucle d"une centaine de nucléotides, appelée pri-microARN ou pri-
pré-microARN (Lee et al., 2002). Dans le noyau, cette molécule est ensuite prise en
charge par un complexe multiprotéique appelé microprocessor, contenant une RNase
de type III, la protéine Drosha (Lee et al., 2003), et une protéine de liaison a '’ARN
double brin appelée DiGeorge syndrome critical region gene 8§ (DGCRS) (Gregory et al.,
2004; Han et al., 2004). Ce complexe va cliver le pri-microARN pour générer des
structures tiges-boucles plus petites d’environ 70 nucléotides, qui constituent les pré-
microARN. A noter que certains microARN situés dans de petits introns, appelés
« mirtrons », donnent directement des pré-microARN par épissage, mécanisme qui
ne nécessite pas l'intervention du microprocessor (Ruby et al., 2007; Schamberger et al.,
2012).

Les pré-microARN générés dans le noyau sont ensuite exportés vers le
cytoplasme de maniere active, grace a I'exportine-5 (XPO5) (Lund et al., 2004). Une
fois dans le cytoplasme, les pré-microARN vont a nouveau étre clivés par une autre
RNase de type 111, la protéine Dicer, assistée de la protéine TAR RNA binding (TRBP)
(Hutvagner et al.,, 2001; Filipowicz et al., 2008). Ce clivage génere un duplex

microARN, qui correspond au pré-microARN débarrassé de sa boucle (Zhang et al.,
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2004). La protéine Dicer est aussi bien impliquée dans la voie de biogenese de

microARN que dans celle des siARN.
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Figure 10 : voie de biogenése des microARN chez les animaux.
Principales étapes de la voie biogenese de microARN, et similarités avec la voie de biogenese des

siARN (figure adaptée de (He and Hannon, 2004; de Franca et al., 2010)).

47



INTRODUCTION - Partie I

Le duplex microARN est alors pris en charge par le complexe multiprotéique
RNA-induced silencing complex (RISC) (Hutvagner and Zamore, 2002). L'un des deux
brins du duplex microARN est appelé le brin « guide », et correspond au microARN
mature. Ce brin est incorporé dans le complexe RISC, alors que le brin
complémentaire, appelé brin « passager » ou encore miRNA* est exclu par le
complexe et éliminé. Certains microARN matures proviennent indifféremment de
I'un ou l'autre des deux brins du duplex. Ces microARN matures provenant du
méme duplex microARN sont distingués des autres au niveau de leur nomenclature :
ainsi, on retrouve les microARN notés miR-x-3p, et ceux notés miR-x-5p
(respectivement pour brin en 3’ et brin en 5’). Cette nomenclature s’explique par le
fait qu’en conditions normales, le brin majoritairement incorporé dans le complexe
RISC est le brin le plus faiblement apparié a son extrémité 5, pour des raisons de
stabilité thermodynamique (Schwarz et al., 2003). La nomenclature miRNA* pour un
microARN mature est utilisée lorsque que le brin traditionnellement passager est
produit de maniere non négligeable (Okamura et al., 2008). Les microARN matures
de type miRNA* qui sont exprimés sont également actifs et induisent une répression
ciblée des ARNm (Yang et al., 2011).

Le complexe RISC est caractérisé par la présence d'une protéine effectrice de la
famille Argonaute. Chez les mammiferes, il existe quatre protéines argonautes
(AGOL1 a AGO4). Toutes les protéines AGO sont capables de se lier aux petits duplex
d’ARN, mais seule la protéine AGO2 possede une activité catalytique de clivage des
ARNm cibles lorsqu’elle est associée a un microARN ou un siARN (Meister et al.,
2004). Les complexes RISC associés a des microARN sont appelés des miRNA-
associated ribonucleoprotein complex (miRNP) (Mourelatos et al., 2002).

Contrairement aux duplex siARN, les duplex microARN présentent des
mésappariements empéchant le clivage du brin « passager » lorsque le brin « guide »
est incorporé dans le complexe RISC. En effet, il a ét¢ montré quun mésappariement
central favorisait l'incorporation du duplex microARN au sein des complexes RISC

AGOI1 a AGO4, et qu'un mésappariement dans les régions excentrées favorisait la
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séparation des brins du duplex. En revanche, les duplex siARN ne sont maturés que
par les complexes RISC contenant la protéine AGO2, grace a son activité catalytique

capable de cliver le brin passager (Yoda et al., 2010).

1.3. Principe de l'interaction entre les microARN et les ARN messagers

Les microARN sont des régulateurs spécifiques de leurs ARNm cibles grace a
un appariement du microARN mature contenu dans le complexe RISC avec une
séquence partiellement complémentaire de I’ARNm cible. Cette séquence appelée
MRE pour microRNA response element est généralement située dans la partie 3'UTR de

I’ARNmMm cible.

La complémentarité entre le microARN et I’ARNm est imparfaite et trois
principales regles ont été établies pour expliquer la répression plus ou moins forte
exercée par un microARN sur sa cible (figure 11) :
> Le critere le plus important est un appariement parfait entre les nucléotides 2
et 8 du microARN. Cette séquence est appelée la région noyau. Tout
mésappariement dans cette région diminue fortement l'efficacité de la répression
(Doench and Sharp, 2004). En revanche, la présence d’un nucléotide A en position 1
du microARN, ou la présence d'un nucléotide A ou U en position 9 du microARN
augmente |efficacité de la répression (Lewis et al., 2005).
> Il est généralement retrouvé un mésappariement dans la région centrale du
duplex microARN-ARNm. Dans ce cas, le renflement causé par ce mésappariement
permet de stopper l'activité endonucléolytique d’AGO2 et de prévenir la dégradation
de I’ARNm. Plus rarement, 'appariement dans cette région centrale est parfait et

induit le clivage de I’ARNm (Shin et al., 2010).

49



INTRODUCTION - Partie I

> Enfin, la qualité de I'appariement dans la deuxieme moitié du microARN du
cOté 3’ peut étre soumise a variation. Méme si un bon niveau d’appariement participe
a stabiliser le duplex microARN-ARNm, des mésappariements sont tolérés dans cette
région, a condition que l'appariement dans la région noyau soit optimal (Brennecke

et al., 2005; Grimson et al., 2007).
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Figure 11 : principes de l'interaction microARN-ARNm.

OREF = open reading frame (figure adaptée de (Filipowicz et al., 2008)).

Sur la base de ces regles d’appariement, il existe de nombreux logiciels
prédisant les cibles ARNm potentielles des microARN, dont les plus utilisés sont
PicTar, TargetScan et miRanda (Lewis et al., 2003; John et al., 2004; Krek et al., 2005).
Ces logiciels utilisant chacun des algorithmes différents, il est conseillé d’en utiliser
plusieurs et de croiser les résultats obtenus pour obtenir des listes de cibles plus
robustes (Witkos et al., 2011). Ainsi, la région 3’'UTR d'un ARNm donné est souvent
la cible de plusieurs microARN différents, et un microARN unique serait capable de
réguler des centaines de cibles, ce qui fait de la voie microARN un réseau de
régulations extrémement complexes (Selbach et al., 2008). Dans tous les cas, seule une
validation expérimentale in vivo peut confirmer qu'un ARNm est bien la cible d'un

microARN.
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1.4. Mécanismes post-transcriptionnels régulés par les microARN

La répression d'un ARNm via un complexe miRNP peut s’effectuer de quatre
manieres différentes : par inhibition de l'initiation ou de I'élongation de la traduction,
par protéolyse du peptide en formation, ou par induction de la dégradation de

I’ARNm cible (figure 12).

Déadénylation Protéolyse
(puis perte de la coiffe et dégradation) (dégradation du peptide en cours de formation)

/ Fixation du miRNP \

Blocage de I'initiation Blocage de I'élongation
(inhibition de la reconnaissance de la coiffe ou du recrutement de 60S) (ralentissement de |'élongation ou relargage du ribosome)

AAAAA

Figure 12 : modes d’action du complexe miRNP.
Le complexe miRNP possede quatre modes d’action aboutissant a la répression de I'expression de

I’ ARNm cible. ORF = open reading frame (figure adaptée d’apres (Filipowicz et al., 2008)).
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- Régulation de la traduction

La traduction d'un ARNm peut étre inhibée par le complexe miRNP au
moment de son initiation. Dans ce cas, deux principaux mécanismes sont décrits :
> L’inhibition de la reconnaissance de la coiffe est un mécanisme par lequel les
protéines argonautes se fixeraient sur la coiffe par affinité, en compétition avec la
protéine elF4E, qui permet en condition normale d’initier la traduction (Standart and
Jackson, 2007; Kiriakidou et al., 2007).
> L’inhibition du recrutement de la sous-unité 60S du ribosome permettrait
également de bloquer l'initiation de la traduction. Ce mécanisme implique la
protéine elF6, dont la fonction premiere est de bloquer 1’association des sous-unités
ribosomales en se liant avec la sous-unité 60S. Or, il a été montré que le complexe
miRNP s’associe avec cette protéine elF6, ainsi qu’avec les protéines de la sous-unité
60S. La formation de ce complexe multi-protéique empéche donc la formation du

ribosome, ce qui bloque l'initiation de la traduction (Chendrimada et al., 2007).

L’inhibition de la traduction peut également étre obtenue apres son initiation,
par détachement des ribosomes pendant 1'élongation. Il a été montré que la fixation
des microARN dans la région 3'UTR des ARNm interfere a distance avec
I'élongation. Le ribosome sera relargué avant méme que la synthese de la protéine
soit achevée (Petersen et al., 2006).

Enfin, toujours apres l'initiation, d’autres études ont montré qu’il existerait un
mécanisme de dégradation des protéines en cours de formation, bien qu’il n’ait pas
encore été prouvé que le complexe miRNP soit capable de recruter des enzymes de

type protéase (Nottrott et al., 2006).
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- Régulation de la stabilité des ARN messagers

De nombreuses études ont montré que la répression des ARNm messager cibles
pouvait également étre directement liée a leur déadénylation et a leur dégradation.
Les ARNm déadénylés sont en effet plus instables et vulnérables aux exonucléases
(Wu et al., 2006; Eulalio et al., 2009). Cette déstabilisation fait intervenir les protéines
argonautes, qui colocalisent avec de nombreuses autres enzymes de dégradation
dans des compartiments cellulaires spécialisés appelés processing-bodies (P-bodies).
Les P-bodies sont donc des lieux de séquestration et de dégradation des ARNm

ciblés par les complexes miRNP (Eulalio et al., 2007a; Eulalio et al., 2007b).

2. MicroARN et cancer

Les microARN sont impliqués dans la quasi-totalité des processus biologiques.
IIs jouent un role essentiel dans le cancer, pouvant fonctionner comme genes

suppresseurs de tumeur ou comme oncogenes (appelés alors oncomirs) (Zhang et al.,

2007).

2.1. Dérégulation de I'expression des microARN dans les cancers

Les microARN régulent les voies métaboliques impliquées dans Ia
cancérogenese en ciblant de nombreux oncogenes et de nombreux genes
suppresseurs de tumeur. La perte d’activité ou l'augmentation d’activité d’un
microARN peut donc étre responsable ou participer a la croissance tumorale (figure

13) (Kong et al., 2012).
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microARN oncogéne = oncomir microARN suppresseurde tumeur
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Figure 13 : les différents niveaux de régulation de la tumorigenése par les microARN.

L’augmentation d’activité des oncomirs ou la perte d’activité des microARN suppresseurs de tumeur
conduit a la tumorigenese. La présence de mutations qui augmentent l’affinité oncomir <-> geéne
suppresseur de tumeur, ou qui diminuent Iaffinité microARN suppresseur de tumeur <-> oncogene,

favorisent également la tumorigenese (figure adaptée d’apres (Kong et al., 2012)).
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La premiere étude rapportant le role de plusieurs microARN dans un cancer a
montré que le cluster de genes contenant les microARN miR-15 et miR-16 était perdu
chez la plupart des patients ayant une leucémie lymphoide chronique (Calin et al.,
2002). D’autres expériences ont ensuite montré que miR-15 et miR-16 agissaient en
tant que suppresseurs de tumeur en ciblant I’'oncogene BCL2 (Cimmino et al., 2005).
D’apres une étude publiée en 2004 par le méme groupe de travail, environ 50 % des
genes de microARN seraient localisés sur des régions génomiques associées au
cancer ou sur des sites fragiles, suggérant que les microARN pourraient jouer un role
important dans la pathogenese de nombreux cancers (Calin et al., 2004). Dans le
cancer du poumon, il a ét¢ montré que la famille de microARN suppresseurs de
tumeur let-7 est située dans une région génomique fréquemment perdue par délétion

(Boyerinas et al., 2010).

A Tinverse, certains microARN sont surexprimés dans la majorité des cancers.
Le microARN miR-21 est un oncomir bien représentatif, puisqu’il est surexprimé
dans le cancer du sein, le cancer colorectal, le cancer du poumon, le cancer du
pancréas, le glioblastome, le neuroblastome, la leucémie et le lymphome (Chan et al.,
2005; Iorio et al., 2005; Si et al., 2007; Schetter et al., 2008). La surexpression de miR-21
réprime plusieurs genes cibles suppresseurs de tumeur tel que PTEN, et active des
voies métaboliques impliquées dans la prolifération, la survie et le blocage de la

différenciation (Gabriely et al., 2008; Medina et al., 2010; Darido et al., 2011).

Les cascades de régulation sont parfois plus complexes, puisque certains
oncogenes régulent 1'expression de microARN qui, a leur tour, vont réguler des
oncogenes ou des geénes suppresseurs de tumeur. C’est par exemple le cas de
I'oncogene MYC dans les lymphomes a cellules B, qui induit une surexpression de
I’oncomir miR-19, qui a son tour va réprimer le gene suppresseur de tumeur PTEN
(O'Donnell et al, 2005; Olive et al., 2009). En parallele, le gene MYC inhibe
I'expression de la famille des microARN let-7, dont les cibles sont les genes de la
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famille RAS (Johnson et al., 2005). Dans les RMS, il est intéressant de noter que
certaines études analysant ’expression des microARN se sont intéressées aux mémes
voies métaboliques. En effet, ces études se sont focalisées sur les ARMS de type
PAX7-FOXO1, présentant une amplification de la région 13q31-32 et du cluster miR-
17-92, contenant en particulier I’oncomir miR-19 (Williamson et al., 2007; Reichek et
al,, 2011).

Des mutations au niveau des sites de reconnaissance des microARN, dans les
parties 3’UTR d’oncogenes, ont également été décrites et seraient impliquées dans la
tumorigenese. Ainsi, le polymorphisme d’un seul nucléotide dans la partie 3 UTR
du gene KRAS accroit significativement le risque de développer un cancer du

poumon non a petites cellules (Chin et al., 2008).

En plus de ces phénomenes de régulation complexes, il semblerait que dans
certains types tumoraux, le niveau d’expression d'un grand nombre de microARN
soit diminué par des phénomenes touchant directement les acteurs de la biogenese
des microARN. De nombreuses études portant sur des pathologies différentes ont
montré des déficits d’expression des protéines Dicer et Drosha (Merritt et al., 2008;
Dedes et al.,, 2011; Torres et al., 2011). Ce phénomene permettrait d’expliquer la
diminution généralisée du niveau d’expression des microARN rapportée dans

certains types tumoraux (Ozen et al., 2008; Lin et al., 2010).
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2.2. Potentiel clinique des profils d’expression des microARN

- Diagnostic et classification

De la méme fagon que cela a été montré pour des tissus normaux d’origines
variées, les tumeurs possedent des signatures microARN spécifiques, avec des profils
d’expression spécifiques du type tumoral (Lu et al.,, 2005; Volinia et al., 2006). Ces
observations ont également été reproduites dans les sarcomes: dans une étude
portant sur 27 tumeurs vari€ées (GIST, RMS, synovialosarcome, liposarcome et
léiomyosarcome), des signatures d’expression des microARN ont été identifiées
(Subramanian et al., 2008). Ces signatures sont clairement distinctes selon le type
tumoral, indiquant que les microARN sélectionnés sont certainement impliqués dans
la tumorigenese et peuvent étre utilisés a des fins diagnostiques. Au sein de notre
équipe, nous avons pu confirmer ces résultats et affiner la classification des RMS
(Gougelet et al., 2011a). Nous avons montré que parmi les ARMS, il était possible de
différencier les ARMS avec transcrit de type PAX3-FOXO1, des ARMS possédant un
transcrit de type PAX7-FOXO1. Nous avons également prouvé que les ARMS sans
transcrit, bien que représentant un groupe hétérogene, ne se comportaient ni comme
les ARMS a transcrits courants, ni comme les ERMS, suggérant la présence de
probables anomalies génomiques différentes. Toujours dans les sarcomes, I'équipe de
Sarver a établi une base de données en ligne des niveaux d’expression des microARN
dans les sarcomes, nommée S-MED, et regroupant plus de 300 échantillons
provenant de 25 types de sarcomes différents, incluant des OS et des RMS (Sarver et

al., 2010).

En étudiant des tumeurs primitives variées et leurs métastases associées, il a
également été montré que I'étude des profils d’expression d'un groupe de microARN
pouvait permettre d’identifier le tissu d’origine d’une tumeur d’origine inconnue

(Fire et al., 1998; Rosenfeld et al., 2008).
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- Indicateurs pronostiques

Des niveaux d’expression anormaux de microARN peuvent avoir une valeur
pronostique dans différentes pathologies (Cho, 2012). Par exemple, dans le carcinome
a cellules squameuses du poumon, on a découvert qu'un niveau d’expression élevé
de miR-31 était corrélé a une mauvaise survie (Tan et al., 2011). Dans le carcinome
nasopharyngé, une signature d’expression de cinq microARN (miR-142-3p, miR-29c,
miR-26a, miR-30e et miR-93) est significativement associée a la survie sans
progression des patients (Liu et al.,, 2012). Les patients atteints d’épendymomes
présentent également une signature d’expression de trois microARN (let-7d, miR-367
et miR-596) fortement corrélée a la survie globale, ainsi qu'un marqueur indépendant
de rechute, le microARN miR-203 (Costa et al., 2011).

Les profils d’expression des microARN peuvent également étre utilisés en tant
que marqueurs prédictifs de I'évolution d'un cancer, permettant en particulier de
prédire l'invasion et la dissémination métastatique. Dans le cancer colorectal, une
signature d’expression de cinq microARN (let-7a, miR-21, miR-135a, miR-206 et miR-
335) a été identifiée, permettant de détecter la présence de métastases (Vickers et al.,
2012). En ce qui concerne le cancer du sein, une baisse du niveau d’expression du
microARN let-7g est un marqueur de mauvais pronostic, traduisant un

envahissement ganglionnaire et un faible taux de survie (Qian et al., 2011).

- MicroARN circulants : biomarqueurs non invasifs

Récemment, la découverte de la présence de microARN dans plusieurs types de
fluides corporels, chez des patients sains comme chez des patients présentant des
cancers, a ouvert la voie a un nouveau champ d’application (Mitchell et al., 2008;
Park et al., 2009; Kosaka et al., 2010; Michael et al., 2010; Weber et al., 2010). Les
microARN sont exportés activement, dans des exosomes ou simplement liés a des

protéines Argonautes (Valadi et al., 2007; Arroyo et al., 2011).
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Les microARN circulants sont des biomarqueurs potentiels tres intéressants
pour une évaluation non invasive du diagnostic et du pronostic des cancers (cf.
paragraphe 2.3) (Cho, 2011). Par exemple, une faible expression de let-7b et miR-223
dans le plasma de patients porteurs d'un cancer du poumon non a petites cellules
serait un marqueur de mauvais pronostic (Heegaard et al., 2012). A partir du sérum
de 74 patients porteurs de cancers du poumon de types variés, il a également été
montré que trois microARN (miR-155, miR-197 et miR-182) pouvaient étre utilisés
comme biomarqueurs diagnostiques pour la détection précoce du cancer du poumon
(Zheng et al., 2011). En effet, ils étaient significativement surexprimés chez les
patients porteurs d'un cancer du poumon, quelque soit son type, par rapport aux
patients sains. Chez les patients porteurs d'un syndrome myélodysplasique, les
niveaux d’expression dans le plasma des microARN let-7a et miR-16 étaient
prédictifs de la survie globale et de la survie sans progression (Zuo et al., 2011). Dans
les RMS, il a initialement été montré qu'une expression faible du microARN miR-206
était corrélée a une mauvaise survie globale dans les ERMS et les ARMS sans
transcrits (Missiaglia et al., 2010). Le microARN miR-206 a ensuite été recherché avec
succes dans le plasma ; son niveau d’expression chez les patients porteurs d'un RMS
étant significativement différent de celui des patients sains ou de patients porteurs de
tumeurs différentes, ce microARN peut donc étre utilisé en tant que marqueur

diagnostique et pronostique (Miyachi et al., 2010).

- Indicateurs prédictifs d'une réponse au traitement

Les microARN sont de plus en plus utilisés comme biomarqueurs permettant
de prédire la réponse a un traitement anticancer. Ainsi, dans le cancer du poumon
non a petites cellules, la signature d’expression des trois microARN miR-92a-2*, miR-
147 et miR-574-5p est significativement associée a la chimiorésistance (Ranade et al.,
2010). Dans le cancer pancréatique apres résection chirurgicale, il a été montré que les
patients traités a la gemcitabine, et pour lesquels 1'expression de miR-142-5p était

élevée, avaient des temps de survie significativement plus longs (Ohuchida et al.,
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2011). Dans le cancer de l'ovaire, les tumeurs des patientes traitées au paclitaxel et ne
présentant pas de réponse complete, possedent des niveaux d’expression de miR-
200c plus bas que ceux obtenus dans le cas d’une réponse complete (Leskela et al.,
2011). Au sein de notre équipe, nous avons montré que les profils d’expression des
microARN permettaient de prédire la réponse a I'ifosfamide chez les patients atteints
d’ostéosarcomes, puisqu’une signature d’expression de cinq microARN permettait
de distinguer les patients bons répondeurs des patients mauvais répondeurs (cf.

article II) (Gougelet et al., 2011b).

2.3. Utilisation des microARN en tant que stratégie thérapeutique

A partir du principe général d’ARNi propre aux microARN, et grace a la
progression rapide des connaissances sur les voies microARN dérégulées dans les
cancers de maniere spécifique, il semble aujourd’hui envisageable de définir de
nouvelles stratégies thérapeutiques inspirées des microARN. Il existe deux stratégies
possibles : I'inhibition des oncomirs surexprimés grace a l'utilisation de molécules
anti-microARN (également appelées antagomir), et 'administration de microARN
artificiels (appelés alors small interfering ARN ou siARN) en remplacement des
microARN suppresseurs de tumeur dont l'activité est en défaut, ou spécifiquement

congus de novo pour cibler un oncogene particulier (Kong et al., 2012) (figure 14).
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Figure 14 : principales stratégies pour les traitements basés sur I’ARNi.

Lors de la stratégie d’inhibition d'un oncomir (a gauche), des molécules simple brin appelées
antagomir vont se lier de fagon complémentaire au microARN ciblé, empéchant la fixation de ce
dernier sur ’ARNm. Lors de la stratégie de complémentation (a droite), les microARN suppresseurs
de tumeur qui sont inhibés ou perdus au cours de la tumorigenése sont réintroduits sous la forme de

siARN de méme fonction, réprimant leur oncogene cible.

En 2004, seulement six ans apres la découverte du phénomene d’ARNi (Fire et
al., 1998), le premier médicament basé sur un siARN était développé et entrait en
phase I d'un essai clinique traitant des patients atteints de dégénérescence maculaire
liée a 'age (Whelan, 2005). Aujourd’hui, de nombreux essais cliniques sont en cours
dans diverses pathologies, et on en dénombre environ une dizaine appliqués au
cancer (Miele et al., 2012). Cependant, plusieurs essais cliniques précoces ont mis a
jour des problemes de sécurité et des difficultés d’administration pour ces

médicaments basés sur des siARN (Castanotto and Rossi, 2009; Pecot et al., 2011).
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Plusieurs obstacles techniques doivent d’abord étre surmontés afin de pouvoir
développer et démocratiser les stratégies thérapeutiques impliquant l'injection de
siARN. Tout d’abord, les petits ARN ont une stabilité faible in vivo. Des études ont
montré que des substituts de microARN introduits dans le systeme veineux de souris
étaient éliminés de 'organisme en trente minutes (Trang et al., 2011). Pour qu'un
traitement soit efficace, la durée de demi-vie des microARN artificiels in vivo doit étre
ameéliorée. Cela peut passer par une augmentation de la stabilité de ces siARN, ou
par I'élaboration de systemes de protection. La stabilité des siARN a été améliorée
par incorporation de nucléotides de type locked nucleic acid (LNA) lors de leur
synthese. Cette technique est par ailleurs tres répandue pour la fabrication des puces
d’expression dédiées aux microARN, car elle permet d’augmenter la spécificité de
I'hybridation et d’obtenir des températures d’hybridation normalisées (cf.
introduction, partie III). Les nucléotides de type LNA possedent un pont
supplémentaire entre un atome d’oxygene et un atome de carbone, ce qui augmente
la thermostabilité des duplex LNA-ARN, leur spécificité vis-a-vis de la cible, et leur
confere une résistance accrue aux exonucléases et aux endonucléases. Ces siARN
modifiés sont donc plus stables in vitro et in vivo (Vester and Wengel, 2004). D’autres
pistes, encore a l'étude, consistent a substituer des groupes d’atomes dans des
positions vari€es. Par opposition aux LNA, les nucléotides ainsi modifiés sont
appelés unlocked nucleic acid (UNA), et conferent aux siARN des propriétés de
résistance aux nucléases (Jensen et al.,, 2008). Enfin, les siARN, stabilisés ou non,
peuvent étre encapsulés dans des structures (par exemple des vecteurs lipidiques ou
des vecteurs viraux) faisant alors office de coques de protection, ou étre transportés
par des nanoparticules de conception beaucoup plus évoluée (Haque et al., 2012; Ali

et al., 2012).

Le deuxieme point important a améliorer afin de pouvoir démocratiser
l"utilisation des siARN en tant que médicaments, est de pouvoir cibler avec précision

le relargage des siARN aux seuls tissus tumoraux, pour minimiser d’éventuels effets
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secondaires indésirables. A cette fin, la meilleure approche reste I’ajout d’anticorps
ou de ligands tissus-spécifiques sur les structures utilisées pour le transport des
siARN. Dans le futur, les nanoparticules contenant des siARN prendront tres
probablement une place prépondérante dans le traitement des cancers par ARN;i, car
elles semblent capables de résoudre de nombreux problemes techniques, tels que la
stabilisation du siARN, le passage des barrieres biologiques, la reconnaissance du
tissu cancéreux par rapport aux tissus sains environnants et le relargage des siARN
transportés (Miele et al., 2012). En effet, il a été montré, au cours d’un essai clinique
de phase I incluant des patients atteints de mélanomes réfractaires, que des
nanoparticules contenant des siARN dirigés contre le produit du gene RRM2 étaient
capables de réprimer spécifiquement ce gene, avec une action ciblée au tissu tumoral

(Davis et al., 2010).

Toutes les études décrites ci-dessus permettent de restaurer l'activité d'un
microARN défectif ou de réprimer un oncogene. Les stratégies basées sur 'inhibition
d'un oncomir sont moins répandues. On peut toutefois citer deux études
prometteuses appliquées au cancer, réalisées in vivo dans des modeles de souris.
Dans le neuroblastome, en étudiant des tumeurs résistantes a la thérapie ou avec
amplification du gene MYCN, il a été montré qu'un antagomir dirigé contre le
microARN miR-17-5p permettait de réprimer ce microARN et d’inactiver la voie
MYCN, induisant un arrét du cycle cellulaire et une activation de l’apoptose
(Fontana et al, 2008). Dans le cancer du sein, un antagomir dirigé contre le
microARN miR-10b permet de réduire significativement la formation de métastases

dans le poumon (De and Naldini, 2010).

Il est donc possible d’utiliser les profils d’expression des microARN en tant
que biomarqueurs pour des applications diagnostiques, pronostiques et
thérapeutiques. Les deux principales plateformes appliquées a la quantification des

niveaux d’expression des microARN sont détaillées dans la partie suivante.
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II. OUTILS APPLIQUES A L’ETABLISSEMENT DES PROFILS D’EXPRESSION
DES MICROARN

Presque toutes les études publiées traitant des microARN dans les cancers sont
fondées sur des études comparatives de profils d’expression des microARN entre
cellules cancéreuses et cellules normales, ou entre cellules cancéreuses provenant de
différents types ou sous-types de cancers.

Ainsi, dans cette partie, nous ne traiterons pas des techniques permettant
d’étudier les profils d’expression de microARN uniques, telles que le northern blot ou
la PCR simplex, qui ne sont quasiment plus utilisées actuellement par la
communauté scientifique. Les deux plateformes technologiques les plus utilisées
aujourd’hui sont les puces a oligonucléotides de type LNA, et la RT-PCRq moyen
débit réalisée dans des plaques microfluidiques appelées Tagman Low Density Array

(TLDA), toutes deux congues spécifiquement pour les microARN.

1. Technologies pour I’étude des profils d’expression des microARN

1.1. Puces a oligonucléotides

- Définition et historique

La conception des puces a ADN a été guidée par la volonté de développer un
outil permettant de quantifier de maniere fiable le niveau d’expression d'un grand
nombre de genes simultanément. Dans le domaine des microARN, le développement
des puces a oligonucléotides a permis de lever les principales limitations de la
technique de northern blot, a savoir l'efficacité inégale des sondes d’hybridation, et la
difficulté de pouvoir détecter plusieurs microARN simultanément (Thomson et al.,
2004).

Le premier concept de puce a ADN date de 1987 (Bellis and Casellas, 1997). Des
efforts ont été faits pour miniaturiser le principe du reverse dot blot, en faisant appel a

diverses compétences telles que la robotisation, 1'acquisition et 1’analyse d’image
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(Lennon and Lehrach, 1991). Le terme « puce a ADN » fait désormais référence aux
lames de verre sur lesquelles sont ordonnés des oligonucléotides synthétisés in situ,
mais elles sont passées par de nombreux stades « primitifs » avant amélioration et
optimisation (Lagoda and Regad, 2000). Initialement, les sondes des puces a ADN de
type macroarray étaient fabriquées a partir de clones bactériens et déposées sur des
membranes de nylon. La technique a ensuite été miniaturisée avec les microarrays,
des puces basées sur le dépot de produits de PCR sur lame de verre. Enfin, la
premiere puce a ADN de type oligonucléotide a étre commercialisée a été la puce
« GeneChip HIV PRT », fabriquée par la société Affymetrix (Santa Clara, CA, USA)
(Vahey et al, 1999). Il existe deux méthodes principales de synthese des
oligonucléotides in situ, sur lame de verre. La premiere est basée sur un procédé de
photolithographie (Fodor et al., 1993; Pease et al., 1994) ; la deuxiéme repose sur le
dépot de tres petites spheres de fluide a la maniere des imprimantes a jet d’encre
(Hughes et al., 2001).

Les puces a ADN possedent de nombreuses applications. L’application la plus
répandue est certainement la mesure du niveau d’expression des genes constituant le
transcriptome, par hybridations des ARN totaux. Cependant, les puces a ADN
peuvent également étre utilisées pour la recherche de mutations génomiques
(Ahrendt et al., 1999; Hacia, 1999), pour la détection des single-nucleotide
polymorphisms (SNP) (Gunderson et al., 2005), pour I'étude des variations du nombre
de copies des genes (technique de comparative genomic hybridization ou CGH) ou

encore des pertes d’hétérozygoties (LOH) (Carter, 2007).

Par ailleurs, de nombreux laboratoires ont rapidement détourné la technologie
des puces a ADN dédiées a l'analyse du transcriptome, et 'ont adapté afin de
pouvoir I'appliquer aux microARN (Thomson et al., 2004; Barad et al., 2004; Liang et
al., 2005).
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- Principe de fonctionnement des puces microARN

Toutes les puces a ADN reposent sur le méme principe de fonctionnement. Les
milliers d’oligonucléotides présents sur une petite surface de verre, appelés sondes,
sont constitués de séquences complémentaires des acides nucléiques que 1'on
souhaite analyser. Chaque groupe de sondes ou spot est séparé des autres de
quelques micrometres, et sa séquence représentative ainsi que ses coordonnées sont
parfaitement connues (Ramsay, 1998). Ce micro-dispositif est ensuite mis en contact
avec les cibles a analyser, c'est-a-dire les acides nucléiques dont les quantités sont a
évaluer, lors de I'étape d’hybridation. Au préalable, les cibles ont été marquées par
incorporation ou accrochage d'un fluorochrome, grace a des techniques chimiques
ou enzymatiques. Apres hybridation et lavages des cibles non accrochées, la mesure
des intensités de chaque hybride appelé spot est quantifiée par un scanner a
fluorescence. L’intensité de chaque spot est directement corrélée a la quantité de

cibles initialement présentes dans Iéchantillon.

Les puces a ADN classiquement utilisées pour 1'étude des profils d’expression
des ARNm ont dii étre adaptées pour pouvoir étre utilisées pour I'étude des profils
d’expression des microARN. Les microARN matures étant des entités d’environ 22
nucléotides, il a fallu réduire la taille des sondes de capture sans diminuer la
spécificité de 'hybridation. Pour cela, les sondes des puces a ADN congues pour la
détection du niveau d’expression des microARN respectent plusieurs criteres (figure
15). Les sondes sont généralement constituées de deux parties: une séquence
d’accrochage et une séquence de capture. La séquence d’accrochage est souvent
constituée de poly(dT) ou de poly(dA), avec une amine terminale modifiée. Cette
séquence d’accrochage est fixée sur une lame de verre traitée, ce qui permet de
rendre la séquence de capture la plus accessible possible pour sa cible. La séquence

de capture est donc complémentaire du microARN cible. Cette séquence étant tres
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courte, il n’est pas possible de la choisir en fonction d"une température d’hybridation
souhaitée (Tm), comme c’est le cas pour les sondes ciblant les ARNm sur les puces
classiques. Pour résoudre ce probleme, des sondes constituées d’oligonucléotides
incorporant des nucléotides de type LNA ont été développées pour ce type de puces
(Castoldi et al., 2006). Les sondes LNA ont la particularité de posséder des Tm plus
élevés, puisque la stabilité des hétéroduplexes est augmentée. De plus, en jouant sur
le nombre de nucléotides de type LNA incorporés dans une méme sonde, il est

possible d’obtenir un Tm normalisé.

Comme pour les puces d’expression classiques, les cibles microARN peuvent
étre marquées en fluorescence par deux techniques majeures : un marquage direct,
dans lequel la molécule de microARN s’associe directement a un fluorochrome par
réaction chimique, et un marquage indirect, ou on marque les produits de RT ou les
produits d'une RT-PCR pendant la réaction enzymatique in vitro, par incorporation

de nucléotides fluorescents.
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miR-31:  5-AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU-3'
Sonde: 3-TCCGTTCTACGACCGTATCGA AAAAAAAAAA-S
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Figure 15 : principe des puces a ADN adaptées a la quantification de 1’expression des microARN.

Les sondes déposées sur la lame de verre sont constituées d'une séquence d’attache (en violet) et
d’une séquence de capture (en vert). Apres extraction des ARN totaux, les microARN sont marqués en
fluorescence par des techniques chimiques (directes) ou enzymatiques (indirectes) (figure adaptée

d’apres (Li and Ruan, 2009)).

Les résultats bruts sont donnés en intensité de fluorescence, dépendant du
niveau d’expression des microARN mais également d'un grand nombre de
parametres expérimentaux. Ces résultats bruts ne sont donc pas directement

analysables, et nécessitent une étape cruciale de normalisation.
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1.2. PCR quantitative a moyen débit

- Définition et historique de la PCR quantitative

La PCRq est une amélioration de la technique bien connue de polymerase chain
reaction (PCR) (Mullis et al., 1986). Jusqu'il y a peu, la PCRq était rarement utilisée
comme outil de criblage a grande échelle, contrairement aux puces a ADN. Toutefois,
sa robustesse, sa sensibilité élevée ainsi que sa grande gamme dynamique en font un
outil de prédilection pour quantifier de petites variations d’expression: c’est
pourquoi elle est souvent utilisée pour valider les résultats obtenus sur puces a ADN
(Provenzano and Mocellin, 2007).

La PCR quantitative repose sur la quantification en temps réel de
I’amplification enzymatique d'un fragment ADN, ou d’ADN complément (ADNCc)
obtenu a partir d'un ARN apres une étape de transcription inverse (RT). Cette
amplification étant basée sur une répétition d’étapes cycliques, la quantité d’ADN est
évaluée au cours du temps, a chaque cycle, par quantification d’un niveau de
fluorescence directement corrélé a la quantité de cible générée par la réaction
d’amplification (Nolan et al., 2006).

Il existe de nombreuses méthodes pour obtenir ce signal fluorescent.
Cependant, seules deux méthodes ont été appliquées avec succes pour la
quantification des microARN (figure 16). La premiere méthode consiste a suivre en
temps réel l'apparition de ’ADN cible double brin, par l’incorporation dun
marqueur non spécifique de type SYBR® Green I (Shi and Chiang, 2005; Varkonyi-
Gasic et al., 2007). Ce marqueur a le désavantage de s’incorporer dans tous les
fragments d’ADN double brin générés, y compris d’éventuels amplicons non
spécifiques tels que les dimeres d’amorces (Zipper et al.,, 2004). On lui préfere
généralement la chimie TagMan, basée sur un systeme de sonde hydrolysable
couplant un fluorochrome et un quencher, qui absorbe la lumiere émise par le
fluorochrome (Kuimelis et al., 1997). Le fluorochrome et le quencher étant dissociés
lors des étapes d’élongation de la PCRq, le signal fluorescent apparait et peut étre
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quantifié. Cette méthode, bien que nécessitant plus de travail de conception, permet
de s’assurer que la fluorescence mesurée est bien celle de 'amplicon recherché, grace

a la spécificité de la sonde.
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Figure 16 : principe de fonctionnement des chimies TagMan et SYBR Green.

La sonde utilisée par la chimie TagMan (a gauche) est hydrolysée a chaque cycle d’élongation par
I’ADN polymérase, et le marqueur rapporteur émet alors de la fluorescence. La chimie SYBR Green (a
droite) utilise un marqueur qui a la capacité de se lier seulement aux molécules d’ADN double-brin.
Lors de sa fixation sur les amplicons en fin de chaque étape d’élongation, ce marqueur émet de la
fluorescence (figure adaptée d’apres le site Internet de la société Life Technologies, http://fr-
fr.invitrogen.com/site/fr/fr/home/Products-and-Services/Applications/PCR/real-time-pcr/qpcr-

education/what-can-you-do-with-qpcr/introduction-to-gene-expression.html).
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Les résultats bruts sont donnés en cycles seuil ou Ct, correspondant au moment
a partir duquel 'intensité de fluorescence dépasse un seuil tres supérieur au bruit de
fond, alors que I’'amplification est encore en phase exponentielle. Comme les résultats
bruts issus des puces a ADN, ces Ct bruts sont influencés par un grand nombre de

parametres expérimentaux et nécessitent d’étre normalisés.

- Principe de la PCR quantitative appliquée aux microARN

Il a tout d’abord été montré que la PCRq pouvait étre utilisée pour quantifier
avec précision les profils d’expression des microARN, dans des lignées cellulaires de
cancers humains (Schmittgen et al., 2004). A I'époque limitée a ’analyse de quelques
microARN, cette technique a été rapidement améliorée pour I'adapter a ’analyse de
plusieurs centaines de microARN par échantillon (Jiang et al., 2005). Cependant, ces
premieres approches se limitaient a quantifier les précurseurs des microARN. Cette
limitation a rapidement été levée par l'utilisation d’amorces de RT possédant une
structure de type tige-boucle (Chen et al., 2005). Ces amorces sont congues de telle
sorte qu’elles possedent une petite partie simple brin complémentaire de 1'extrémité
3" du microARN cible, et une partie double brin formant également une boucle qui
contient une séquence universelle utilisable par la suite comme site de liaison d"une
amorce de PCR (figure 17). Ces amorces de RT sont difficiles a concevoir, mais leur
structure réduit fortement leur hybridation sur les formes immatures des microARN.
Par cette méthode, la quantification de quelques microARN matures était alors fiable
et précise, mais il était fastidieux de réaliser des études pangénomiques, sur

I’'ensemble des microARN.
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Figure 17 : principe d'une réaction de RT-PCRq adaptée aux microARN.

L’étape de RT s’effectue a 'aide d'une amorce en tige-boucle contenant une séquence universelle au
sein de la boucle. L’étape de PCRq est réalisée a 'aide d"une amorce sens et d’une sonde spécifiques
du microARN ciblé, et d'une amorce antisens universelle. Q = quencher, F = fluorochrome (figure
adaptée d’apres le site Internet de la société Life Technologies, http://www.invitrogen.com/1/1/2144-

tagman-microrna-cells-ct-kit-manual.html).

Peu de temps apres ces développements, une équipe de chercheurs a mis en
ceuvre une approche de multiplexage permettant de quantifier 1'expression de 220
microARN a partir d’une cellule unique (Tang et al., 2006). En parallele, la société
Applied Biosystems (Foster City, CA) a développé et a commercialisé une plaque PCRq
microfluidique, appelée Tagman Low Density Array (TLDA), basée sur le format 384
puits et personnalisable a fagon pour quantifier I'expression de genes. En 2007, la
rencontre de ces deux techniques a donné naissance aux premieres plaques TLDA
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pour microARN (Resnick et al.,, 2009). Dans ce format, les plaques TLDA sont
utilisées pour quantifier l'expression de nombreux microARN en une seule
expérience. Chaque puits individuel contient les amorces PCR et la sonde TagMan
spécifiques d"un microARN unique, sous forme déshydratée. Apres I'extraction de
I’ARN total d'un échantillon a analyser, la réaction de RT est réalisée grace a des
amorces tige-boucle massivement multiplexées. Les ADNc générés sont injectés dans
chacun des puits par centrifugation, grace a un systeme ingénieux de micro-canaux,
qui sont ensuite scellés avant réalisation de la PCRq proprement dite (voir le principe
détaillé dans la partie Résultats — Introduction au travail expérimental — Outils).
Aujourd’hui, un ensemble de deux plaques TLDA permet de quantifier les niveaux
d’expression de 754 microARN matures, avec une conception basée sur la version 14

de la miRBase.

2. Méthodes de normalisation des données d’expression

2.1. Le besoin de normalisation

- Principes généraux

Les données brutes issues des puces a ADN ou de TLDA sont dites « bruitées ».
En effet, une part non négligeable de chaque mesure est soumise a l'influence de
parametres expérimentaux qui peuvent biaiser I’analyse des résultats, si on ne les
corrige pas (Schuchhardt et al., 2000; Udvardi et al., 2008). De maniere générale, les
erreurs de mesures peuvent étre classées en deux grands groupes (Gentleman and

Huber, 2007) : les erreurs systématiques et les erreurs stochastiques.

Les erreurs systématiques sont dues a des biais se produisant sur 1’ensemble
des données, avec une amplitude différente d’une expérience a 'autre, et pouvant

parfois étre variables au sein d'une méme expérience, selon certaines propriétés
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physiques ou chimiques liées a la nature de la cible. Dans le cas des expériences de
puces microARN, ces biais sont la somme de différences liées principalement a la
nature de l'échantillon analysé, a ses différents modes de conservation possibles
avant analyse, au rendement de l'extraction des ARN totaux, a l'efficacité de la
technique de marquage, de l'hybridation et du scan de puces. Dans le cas des
expériences de TLDA, apres extraction des ARN totaux, les biais peuvent dépendre
de l'efficacité des réactions de RT et de PCR, ainsi des mesures de fluorescence. Ces
biais sont toutefois détectables et mesurables car ils sont appliqués a I’ensemble des

données : il est donc possible de les corriger.

Les erreurs stochastiques sont des erreurs non reproductibles, non prévisibles et
ne touchant qu'une partie des cibles analysées. Ces erreurs de mesure peuvent étre
par exemple liées a la variabilité inter-individus, ou a la dégradation partielle de
certains microARN. Dans le cadre d’expériences d’hybridation sur puces a ADN, ces
erreurs peuvent étre liées a des anomalies locales de I'hybridation : présence d'une
poussiere génant la prise de mesure de la fluorescence, ou probleme lors de la
fabrication de la puce. Dans le cadre des expériences basées sur les TLDA, ces erreurs
peuvent étre liées a des problemes lors de la fabrication des plaques TLDA, au
moment du dépot des sondes et des amorces déshydratées dans chaque puits, ou a
une fuite dans I'un des puits réactionnels lors de la réaction de PCRq. La seule facon
d’éviter ces biais est de répéter les expériences portant sur un méme échantillon un
certain nombre de fois, et d’analyser les coefficients de variations des valeurs
mesurées. Cependant, les techniques de puces et de TLDA étant cofiteuses, et les
échantillons analysés étant souvent uniques et précieux, ces répétitions ne sont

généralement pas réalisées en cancérologie.
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Les données brutes d’expression des microARN doivent impérativement étre
décortiquées finement avant tout analyse ou interprétation, a l'aide d’outils
permettant de visualiser la nature des biais engendrés par les erreurs précédemment
décrites. Ainsi, en fonction de la nature des biais retrouvés, il sera possible
d’appliquer une méthode de normalisation optimale a I'ensemble des données. La
plupart de ces méthodes d’analyse des biais, ainsi que les méthodes de
normalisation, ont été développées pour les données issues de puces a ADN. Dans
les paragraphes suivants, pour présenter les grands principes de ces approches, nous
prendrons des exemples issus des plateformes de puces d’expression, méme si nous
avons prouvé que ces approches sont également applicables aux données issues de

plaques TLDA (cf. article I, en soumission au journal RNA).

- Détection du type de biais

Afin d’effectuer un contrdle qualité initial des données brutes et de déterminer
quelle méthode de normalisation est la plus adaptée a un set de données, il est
indispensable de réaliser des représentations graphiques informatives. Ces
représentations peuvent également étre utilisées, par la suite, pour visualiser les
résultats des différentes étapes de normalisation, et vérifier que les modifications
apportées sont adéquates.

Les données d’expressions des microARN obtenues a partir de puces a ADN
sont généralement visualisées grace a un graphique de corrélation, c'est-a-dire a un
nuage de points en logarithme base 2 des intensités d’un échantillon contre celles
d’un autre échantillon. La transformation en valeurs logarithmiques permet d’étirer
le nuage de points, et de mieux visualiser 1'aspect général de ce dernier. Ainsi, les
faibles valeurs sont mises en valeur, alors que la contribution des valeurs extrémes

diminue (figure 18).
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Figure 18 : exemples de graphiques de corrélation démontrant I'importance de la transformation
des valeurs brutes d’intensité en valeurs logarithmiques.
A gauche, nuage de points représentant les valeurs d’intensité brutes. A doite, ces mémes données en

logarithme base 2 (figure adaptée d’apres (BeifSbarth, 2005)).

Il est cependant préférable de réaliser un nuage de points du ratio des intensités
contre la valeur moyenne des intensités. Cette représentation appelée plot AM se
calcule de la maniere suivante (Dudoit S. et al., 2002) :

M = log: (Intensité_échantillon_1 / Intensité_échantillon_2)

A =1logz (V (Intensité_échantillon_1 x Intensité_échantillon_2))

Cette représentation correspond en fait a une rotation horaire de 45° du systeme
de coordonnées précédemment décrit. Elle permet de mettre plus facilement en
évidence la présence d’éventuels artéfacts, ou un biais local, dépendant des intensités

(figure 19).
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Figure 19 : exemples de graphiques démontrant 1'utilité de la représentation AM.

A gauche, représentation graphique classique ou plot de corrélation, représentant les valeurs
d’intensité brutes. A doite, graphique AM correspondant a une rotation horaire de 45° par rapport au
graphique précédent. Le nuage de points possédant une forme de virgule, il existe un biais dépendant

des intensités (figure adaptée d’apres (Nettleton, 2009)).

On parle de biais global lorsque le nuage de points n’est pas centré sur la droite
des ratios nuls, mais que sa forme reste droite et horizontale. Dans d’autres cas, le
nuage de points peut suivre une diagonale, ou méme posséder une forme courbe.
Cela signifie que le biais est fonction des intensités ou dépendant de A, on parle alors
de biais local. En d’autres termes, le biais est plus ou moins fort selon qu’il touche

une valeur de faible intensité ou une valeur de forte intensité (Park et al., 2003).
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2.2. Méthodes de normalisation globales

Certaines méthodes de normalisations sont basées sur l'utilisation d’un ou
plusieurs genes microARN dont l'expression est constante, et qui peuvent étre
considérés comme des genes microARN de ménage. Cependant, lorsqu’on utilise des
techniques dites a moyen ou haut-débit, générant un tres grand nombre de données,
il est souvent plus efficace d’utiliser I'ensemble des microARN ciblés a des fins de
normalisation (Deo et al., 2011). En effet, dans le cas d’analyses pangénomiques (par
opposition a des analyses orientées, ciblées sur certaines voies métaboliques), on
s’attend toujours a trouver une symétrie dans les niveaux d’expression entre les
microARN sur ou sous-exprimés.

Les méthodes de normalisation globales partent du postulat que la valeur
moyenne des Ct d’une plaque TLDA doit théoriquement étre égale a celle d'une
autre plaque TLDA, ou que la valeur moyenne des intensités d"une puce a ADN doit

étre égale a celle d'une autre puce a ADN.

- Meédiane ou moyenne

La méthode de normalisation par la médiane ou la moyenne est
traditionnellement appliquée aux puces a ADN lorsque le biais observé sur les
données brutes est global. Nous avons également montré que cette méthode pouvait
étre appliquée aux données brutes issues de plaques TLDA (cf. article I, en
soumission au journal RNA).

Un facteur de normalisation k peut étre déterminé de la maniere suivante :

k = moyenne (Intensité_échantillon_1) / moyenne (Intensité_échantillon_2), ou

k = médiane (Intensité_échantillon_1) / médiane (Intensité_échantillon_2)

On préfere le plus souvent utiliser la médiane, car cette fonction est moins

influencée par les valeurs extrémes que la moyenne.
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Sur une représentation AM, cette normalisation a pour effet de ramener le
nuage de points sur la ligne M = 0, c'est-a-dire de le centrer sur les ratios nuls (figure
20). Il s’agit d"une translation, la forme du nuage de points n’est pas affectée. Ce type
de normalisation globale ne peut donc pas corriger un biais local, puisque le méme
facteur de correction est appliqué a 'ensemble des données, quelles que soient leurs

intensités moyennes.

Graphique AM avant correction Graphique AM aprés correction
par la médiane par la médiane
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Figure 20 : exemples de graphiques AM montrant les effets d'une méthode de normalisation
globale par la médiane.

A gauche, nuage de points avant normalisation par la médiane. A droite, nuage de points apres
normalisation pas la médiane. Les données sont bien centrées sur la droite M=0, mais le biais
dépendant des intensités est toujours présent puisque le nuage reste déformé (figure adaptée d’apres

(Nettleton, 2009)).
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- Méthode du delta-delta Ct et choix de 'endogene

La méthode du delta-delta Ct (AACt) est une méthode de quantification relative,
développée pour normaliser différentes expériences de PCRq (Livak and Schmittgen,
2001). Méme si le terme n’est généralement pas employé, il s’agit d’'une méthode de
normalisation globale. Elle permet de comparer les différences de niveaux
d’expression d'un gene entre plusieurs échantillons ou plusieurs conditions
expérimentales. Les variations sont exprimées en rapport de niveau d’expression
(fold-change ou relative quantity, RQ) entre les échantillons tests et un échantillon de
référence, appelé calibrateur.

Le principe de cette méthode de normalisation repose entierement sur
"utilisation de genes de références, appelés également genes de ménage endogenes,
qui sont indispensables au fonctionnement de leur cellule d’origine, et donc censés
étre exprimés de maniere tres stable. Un gene de ménage parfait ne devrait pas voir
son niveau d’expression varier entre deux expériences de PCRq. Dans la pratique, ce
n’est jamais le cas, et on en déduit que la variation observée traduit les erreurs
systématiques liées aux manipulations. La correction de ces erreurs est appliquée a
I’ensemble des genes cibles grace au calcul suivant :

» pour chaque échantillon testé et pour I"échantillon calibrateur,

ACt (gene cible) = Ct (géne cible) — Ct (geéne de référence)
» puis, pour chaque gene cible,

AACt = ACt (échantillon testé) — ACt (échantillon calibrateur)
> enfin, si les efficacités des réactions de PCRq pour chaque gene sont de 100 %,
c'est-a-dire s’il y a bien un doublement de la quantité d’ADN amplifié a chaque
cycle, alors le rapport des niveaux d’expression est donné par la formule

suivante :

RQ = 2-AACt
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Ainsi, un RQ de 2 signifie que la cible est deux fois plus exprimée dans
I’echantillon test que dans 1'échantillon calibrateur, et un RQ de -0,5 signifie que la
cible est deux fois moins exprimée. Si les résultats de PCRq doivent ensuite étre
injectés dans des logiciels d’analyse statistique de type clustering, il est préférable de
travailler en log2(RQ). En effet, on obtient par cette transformation des valeurs
symétriques autour de zéro : une cible deux fois plus exprimée donne un log2(RQ) =1

et une cible deux fois moins exprimeée un log2(RQ) =-1.

Le choix du gene de référence a utiliser pour le calcul du ACt est 1'objet de
nombreux débats. D’apres plusieurs études, le gene de référence universel unique
n’existe pas, et il convient plutét de déterminer le (ou les) gene(s) dont I'expression
est la plus stable dans un contexte donné (Meyer et al., 2010). A cette fin, de
nombreux outils ont été développés, mais seulement deux approches ressortent du
lot, GeNorm et Nomfinder (Vandesompele et al., 2002; Andersen et al., 2004). Ces
deux approches ne sont bien stir utiles que si on dispose d’'un nombre de genes
cibles important, et sont donc particulierement adaptées aux données de PCRq
générées par les plaques TLDA. Il est ainsi possible d’obtenir un classement des
genes dont 'expression est la plus stable entre les différents échantillons testés. La
normalisation s’effectue ensuite sur un gene de référence virtuel correspondant a la

moyenne géométrique des genes stables sélectionnés.

2.3. Méthodes de normalisation locales

La plupart des méthodes de normalisation locales ont été développées pour les
puces a ADN. Elles avaient pour but de corriger les biais intensités-dépendants
fréquemment observés. Historiquement, les données générées par des expériences de
PCRq étant peu nombreuses (techniques a bas débit), ces approches de normalisation

ne pouvaient pas étre appliquées, car elles nécessitent un grand nombre de données
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pour étre valides. Avec 'avenement de la plateforme TLDA, ces méthodes ont été
progressivement testées et parfois transférées pour une utilisation sur des données
de PCRq (cf. article I, en soumission au journal RNA) (Deo et al., 2011; Meyer et al.,
2012).

- Normalisation LOESS

L’acronyme LOESS signifie locally estimated scatterplot smoothing. 1l s’agit d'une
méthode de normalisation dérivée de la méthode originale LOWESS (Cleveland WS,
1979; Cleveland WS. and Devlin SJ., 1988). Elle est tres employée pour la correction

des biais survenant lors d’expériences d"hybridation sur puce (Yang et al., 2002).

Dans de nombreux cas, les biais entre expériences semblent étre dépendants des
intensités, comme le révelent par exemple les nuages de points des figures 19 et 20.
Dans ces cas précis, une méthode de normalisation en fonction des intensités ou
dépendante de A est préférable aux méthodes globales. La fonction LOESS permet
un lissage des formes des nuages de points a partir d’'une courbe de régression locale.
La normalisation proprement dite est effectuée en ramenant la courbe LOESS sur la
droite des ratios nuls (figure 21). Une des forces de la fonction LOESS est sa capacité
a pouvoir travailler sur des sets de données de tailles tres variables. En effet, il est
possible de lui définir un parametre de lissage, qui permet a la fonction de ne pas
étre affectée par la présence de quelques points aberrants, ou qui lui permet de
s’ajuster au nuage de points de maniere un peu moins affirmée lorsque les données

sont peu nombreuses.
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Graphique AM avec courbe de régression Graphique AM aprés normalisation LOESS
LOESS, avantnormalisation (ajustementsurla droite M=0)
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Figure 21 : exemples de graphiques AM montrant les effets d’'une normalisation locale par la
méthode LOESS.

A gauche, nuage de points avant normalisation par la méthode LOESS. A droite, nuage de points
apres normalisation pas la méthode LOESS. Les données sont centrées sur la droite M=0, et la forme

du nuage devient linéaire (figure adaptée d’apres (Nettleton, 2009)).

- Normalisation par les quantiles

La normalisation par les quantiles est une procédure qui rend les distributions
de plusieurs sets de données strictement identiques (Bolstad et al., 2003; Rao et al.,
2008). Le principe de cette normalisation est simple a comprendre a partir d'un set de
données de petite taille :

» Dans un premier temps, les données brutes sont organisées sous la forme
d’une matrice ou les échantillons sont disposés en colonnes, et les genes cibles en

lignes :

Echantillon1 | Echantillon2 | Echantillon 3

Géne A ) 6 13 8
Geéne B I 12 10 6
Geéne C (I11) 1 3 11
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» Dans un deuxieme temps, les données de chaque échantillon sont triées par
ordre croissant, puis la moyenne de chaque ligne est calculée (pour chaque

échantillon, 1’ordre initial des valeurs est indiqué entre parentheses) :

Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 Moyenne
Géne A 1 (III) 3 (I1I) 6 (I) 3
Géne B 6 0] 10 (I) 8 0)) 8
Géne C 12 (IT) 13 I 11 (I1I) 12

> Ensuite, les valeurs de chaque ligne sont remplacées par la moyenne :

Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 Moyenne
Géne A 3 (110 3 (III) 3 (II) 3
Geéne B 8 1)) 8 (1) 8 @ 8
Géne C 12 (1) 12 D 12 (III) 12

> Enfin, les valeurs sont remises dans 1’ordre initial pour chaque échantillon :

Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3

Géne A 8 1) 12 @ 8 I
Géne B 12 (1) 8 (I 3 (I
Géne C 3 (IIT) 3 (IIT) 12 (IIT)

A la fin du traitement, chaque échantillon contient donc le méme jeu de
données, mais ces données sont classées dans un ordre différent. Cette normalisation
se révele étre particulierement puissante sur les grands volumes de données : elle est
donc tres adaptée a la normalisation des expériences d’hybridation sur puces

d’expression pangénomiques (figure 22).
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Graphique AM avant normalisation par Graphique AM aprés normalisation par
par les quantiles par les quantiles

-

Figure 22 : exemples de graphiques AM montrant les effets d’'une normalisation locale par la
méthode des quantiles.

A gauche, nuage de points avant normalisation, a droite, nuage de points apres normalisation par les
quantiles. Sur le nuage de points avant normalisation, une courbe de régression de type LOESS est
également visible a titre informatif, elle ne participe pas au processus de normalisation. Le nuage étant

centré sur zéro et linéaire, les biais locaux sont corrigés (figure adaptée d’apres (Bolstad et al., 2004)).

3. Outils statistiques pour 1’analyse des profils d’expression des microARN

3.1. Filtrage des échantillons et des microARN

L’ensemble des méthodes de filtrages des échantillons ou des microARN sont
des moyens d’obtenir des données finales de grande qualité et les plus informatives
possibles. Une partie de ces méthodes statistiques sert également d’outils de controle
qualité.

Lors du démarrage d'une étude de profils d’expression, des outils statistiques
permettent tout d’abord d’éliminer les échantillons anormaux. Il s’agit
principalement des graphiques de type boite a moustaches (box plot) et des
diagrammes en couleur (heat maps) basés sur les coefficients de corrélation de

Pearson (Benjamini, 1988; Altman, 1991). Ainsi, les échantillons présentant une
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distribution anormale de leurs données d’expression, et les échantillons se
comportant de maniere tres différente des autres sont éliminés du processus

d’analyse (figure 23).

EESESREESEREEEESEESREEEERES

Figure 23 : boites a moustache (en haut) et diagramme de Pearson (en bas) réalisés a partir du méme
set de données brutes issues de plaques TLDA, sous le logiciel Microsoft Excel.

Ces représentations permettent de mettre en évidence les échantillons possédant une distribution
anormale ou au comportement anormal. Par exemple, 1'échantillon entouré en bleu possede une
distribution tres tassée, et des Ct moyens tres tardifs. De plus, il n'est pas du tout corrélé avec les

autres échantillons (analyses non publi€es, réalisées au sein de notre laboratoire).

D’autres types de contrdle qualité, spécifiques a chaque plateforme mais ne
reposant pas sur des outils statistiques, peuvent étre utilisés afin de repérer
d’éventuels échantillons ou genes anormaux. Par exemple, pour les puces a ADN, un
controle visuel de 'image scannée permet de visualiser du bruit de fond parasite ou
une poussiere, alors que pour les plaques TLDA, on peut visualiser la quantité de
puits indéterminés sur un plan de plaque schématique, ou encore vérifier I’absence

de fuites par I’analyse des données brutes de fluorescence.
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Enfin, il existe d’autres méthodes appliquées au filtrage de genes en fonction de
leurs valeurs d’expression. On élimine en général les genes faiblement exprimés dans
tous les échantillons. Pour les puces a ADN, il s’agit des genes dont les intensités
brutes de fluorescence sont toujours proches du bruit de fond. Pour les plaques
TLDA, il s’agit des genes dont les Ct sont toujours indéterminés ou au-dessus d'un
certain seuil. Il est important de supprimer ces genes, car les valeurs faibles ne
peuvent pas étre considérées comme fiables et risquent de se retrouver
différentiellement exprimées en fin d’analyse. Il est également courant d’éliminer les
genes présentant de faibles variations apres normalisation. En effet, ils ne sont
utilisables que pour la recherche de genes de ménage. Ils n"apportent aucune autre
information, puisque le but de toute analyse est de trouver des genes
différentiellement exprimés. En revanche, ils risquent de pertuber les analyses

statistiques ultérieures non supervisées, en fonction de 'algorithme choisi.

Dans tous les cas, ces filtres ont pour but de ne travailler que sur les données les

plus robustes pour le reste du processus d’analyse.

3.2. Méthodes d’analyse non supervisées

L’objectif des méthodes d’analyses non supervisées est d’explorer les données
«a l'aveugle » pour découvrir des associations intéressantes entre échantillons ou
entre microARN. Ainsi, dans un clustering ou une analyse en composantes
principales (ACP), les échantillons ou les microARN ayant des profils d’expression

similaires sont regroupés entre eux.
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- Classification hiérarchique

La classification hiérarchique est une méthode de clustering itérative, pouvant
étre réalisée sur les échantillons et sur les microARN (Eisen et al., 1998). A partir
d’une matrice contenant les valeurs d’expression normalisées, ou les échantillons
sont disposés en colonnes et les genes cibles en lignes, la classification hiérarchique
est réalisée par la répétition des trois étapes suivantes (exemple de classification des

échantillons) :

1/ T'algorithme calcule tout d’abord les distances entre tous les échantillons
deux a deux, et groupe ensemble les deux échantillons les plus proches

2/ I'algorithme calcule ensuite la distance entre tous les échantillons restants
deux a deux, le groupe précédemment formé étant considéré comme un
échantillon unique, puis regroupe entre eux les deux échantillons ou groupe les
plus proches

3/ l'algorithme répete encore la deuxieme étape jusqu'a ce que tous les

échantillons soient regroupés en un cluster unique.

Sans entrer dans les détails, il est nécessaire de préciser deux parametres
importants avant de lancer 1’algorithme : la méthode de calcul de la distance entre les
échantillons, et la méthode de calcul de I'agrégation entre les clusters. Une fois que
'algorithme a regroupé entre eux les échantillons ou les genes qui possedent des
profils d’expression similaires, les résultats sont présentés sous la forme d'une
représentation graphique matricielle, sur laquelle les valeurs d’expression sont
remplacées par un code couleur. Par convention, les genes sur-exprimeés sont souvent
représentés en rouge, et les genes sous-exprimés en vert. Les associations en cluster
sont généralement représentées en regard des lignes ou des colonnes, sous la forme

d’arbres hiérarchisés (figure 24).
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Figure 24 : exemple de clustering hiérarchique non supervisé des profils d’expression des
microARN dans les sarcomes, réalisé a partir de données de puces d’expression.
Les échantillons sont disposés en colonne, et les genes microARN en ligne. La classification

hiérarchique est effectuée sur les échantillons (figure adaptée d’apres (Subramanian et al., 2008)).

- Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales (ACP) est un outil statistique puissant
pour I'étude des profils d’expression (Li, 2010). Il s’agit d’'une méthode de réduction
de dimension qui, dans sa forme la plus informative, permet de représenter les
informations biologiques les plus discriminantes entre échantillons ou entre
microARN dans un espace en trois dimensions.

Il est possible de comprendre cette transformation de maniere intuitive, sans
entrer dans le détail des calculs mathématiques complexes sous-jacents. Si on
imagine une étude portant sur la caractérisation des niveaux d’expression de trois
microARN dans divers échantillons, il serait possible de représenter chaque
échantillon dans l'espace, en lui attribuant pour coordonnées x, y et z les valeurs des
niveaux d’expression des trois microARN respectifs. Plus les valeurs de x, y et z
seront similaires entre deux échantillons, plus ces échantillons seront représentés par

des points proches dans cet espace tridimensionnel. Les puces et les TLDA générant
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des données d’expression de plusieurs centaines de microARN, il n’est donc pas
possible de représenter ces données dans l'espace, qui nécessiterait autant de
dimensions que de microARN étudiés. L’ACP va donc chercher a donner la
meilleure visualisation possible de notre nuage de points, en s’appuyant sur les
criteres permettant de maximiser la dispersion des points dans le sous-espace a trois
dimensions choisi.

Les logiciels informatiques implémentant I’ACP permettent généralement de
faire tourner la représentation obtenue dans les trois axes (figure 25). La visualisation
du nuage de points selon plusieurs perspectives permet généralement de faciliter

'observation de regroupements entre échantillons ou entre microARN.
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Figure 25 : exemple d’ACP non supervisée des profils d’expression des microARN dans des
sarcomes, réalisée a partir de données issues de plaques TLDA.

Les deux échantillons bleus sont des liposarcomes dédifférenciés, les trois échantillons rouges
représentent deux sarcomes inclassés et un myxofibrosarcome, et les échantillons jaunes sont deux

léiomyosarcomes (analyses non publi€es, réalisées au sein de notre laboratoire).
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3.3. Tests statistiques appliqués aux analyses supervisées : T-test et ANOVA

Les analyses non supervisées sont idéales pour résoudre les problématiques de
classification, ou lorsque peu de données biologiques ou cliniques sont connues sur
les échantillons. Elles permettent souvent de découvrir les grandes tendances, et de
mettre en évidence des regroupements inattendus.

Cependant, il est parfois nécessaire d’aller plus loin pour comprendre certains
phénomenes biologiques. Il peut étre informatif de connaitre la liste complete des
genes dérégulés entre deux ou plusieurs conditions tres particulieres relatives aux
échantillons. Grace aux analyses supervisées, il est alors possible de visualiser de
maniere plus claire les voies métaboliques qui sont impliquées dans les phénomenes
étudiés. Ces informations étant souvent noyées dans la masse des données
pangénomiques, seules les analyses supervisées permettent de les mettre en avant.

Les analyses supervisées sont également indispensables pour la recherche de
biomarqueurs d’intérét (Orr and Scherf, 2002). Ainsi, en obtenant une liste restreinte
comportant les genes les plus différentiellement exprimés dans une problématique
donnée, il est ensuite possible d’utiliser ces quelques genes pour des applications
cliniques de routine, avec des techniques de dépistage beaucoup moins cofliteuses

que les techniques pangénomiques d’établissement des profils d’expression.

Concretement, le test de student, ou T-test, est utilisé pour la recherche des
genes différentiellement exprimés entre deux groupes d’échantillons, alors que
I’analyse ANOVA (pour analysis of variance), basée sur la méme logique, est utilisée
des que le nombre de groupes est supérieur a deux (Churchill, 2004; Ayroles and
Gibson, 2006). Une des conditions requises pour pouvoir appliquer ces tests est que
les groupes soient équilibrés, c'est-a-dire qu’il y ait a peu pres le méme nombre
d’échantillons dans chaque groupe.

Lors de I'analyse de deux groupes d’échantillons, le T-test va rendre compte de

deux regles principales. Le meilleur gene candidat sera celui qui sera le plus
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différentiellement exprimé possible entre les deux groupes, mais dans le méme
temps, I'expression de ce gene devra étre la plus stable possible au sein de chaque
groupe. Le T-test et 'ANOVA génerent tous deux des p-values attribuées a chacun
des genes. Plus cette valeur est basse, et plus le gene correspondant répond aux deux
regles citées ci-dessus. La p-value peut étre vue comme la probabilité d’obtenir un
faux positif, c'est-a-dire la probabilité de considérer que le gene est différentiellement
exprimé entre les deux groupes, alors qu’il ne l'est pas dans la réalité. On fixe
généralement arbitrairement un seuil a 5 % (p = 0,05), pour ne retenir que les genes
situés en-dessous de ce seuil. Par ailleurs, il existe des méthodes statistiques
permettant de corriger ce seuil (par exemple, les techniques de Bonferroni ou du False
Discovery Rate), ou des méthodes de calcul de la puissance d"un test a posteriori, qui
permettent d’éviter d’éventuelles erreurs liées a la fixation d’un seuil arbitraire
(Reiner et al., 2003; Streiner and Norman, 2011).

A la suite d'un T-test ou d'une ANOVA, il est possible de ne conserver que les
genes dont la p-value est inférieure au seuil fixé, et de relancer des algorithmes de
classification. On parlera alors de clustering supervisé, ou encore d’ACP supervisée

(Frades and Matthiesen, 2010).

Comme nous l'avons vu précédemment, les principales méthodes de
normalisation et d’analyse statistique des grands volumes de données ont été
initialement développées pour les puces a ADN. Cependant, les données générées
par la plateforme TLDA dite a moyen débit étant relativement nombreuses, il serait
intéressant de voir si elles sont applicables a des données de type PCRq. Durant la
premiere partie de ce travail de these, nous avons développé une méthodologie
d’analyse des TLDA largement inspirée de celle des puces a ADN, en utilisant les
méme outils, mais avec quelques adaptations liées a la nature des données, dont les

valeurs sont exprimées en Ct.
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INTRODUCTION AU TRAVAIL EXPERIMENTAL

PROBLEMATIQUE

Ce travail de these a été réalisé en deux temps, la premiere partie du projet
pouvant étre considérée comme une phase de faisabilité et d’optimisation d'une
méthodologie d’analyse sur une plateforme technique innovante. Nous avons étudié
la possibilité d’obtenir des profils d’expression des microARN de maniere fiable et
reproductible, a partir d'une technologie de PCRq a moyen débit, réalisée sur des
plaques microfluidiques de type TLDA. Les tests de faisabilité ont été réalisés a partir
d’échantillons variés de sarcomes, conservés en congélation, ou fixés au formol et
inclus en paraffine (principalement GIST, rhabdomyosarcomes et ostéosarcomes). La
premiere étude basée sur la technologie TLDA ayant été publiée en 2005 (Abruzzo et
al., 2005), et les premieres plaques TLDA dédiées au microARN ayant été
commercialisées en 2007, 'analyse d’expériences de ce type était encore balbutiante
lors du démarrage de ce travail de these. En effet, la plupart des utilisateurs restaient
alors cantonnés a des analyses conventionnelles de PCRgq, et ne tiraient pas partie de
la relative abondance de données générées par cette technologie. Il n’existait pas non
plus de solution logicielle dédiée au controle qualité et a I'analyse de ces grands
volumes de données de type PCRq. Nous avons donc du développer une nouvelle
méthodologie d’analyse, inspirée a la fois des outils d’analyse classique des
expériences de PCRq, et des outils développés initialement pour les puces a ADN.
Nous avons fait en sorte que cette méthodologie soit applicable a 1’analyse de
cohortes homogenes ou hétérogenes, intégrant tous types d’échantillons, qu’ils soient

congelés ou fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE).
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Dans un second temps, nous avons essayé d’appliquer cet outil a la résolution
de problématiques liées a la prise en charge des patients porteurs de tumeurs solides
de type rhabdomyosarcome ou ostéosarcome. Nous avons choisi de nous focaliser
sur ces deux types de sarcomes en raison d'un fort recrutement au Centre Léon
Bérard, mais aussi pour répondre a la demande de notre panel d’experts médicaux, a
la recherche de nouvelles approches qui pourraient permettre de mieux orienter
leurs prises de décision. Au sein des sarcomes pédiatriques, les RMS sont des
tumeurs pour lesquelles le résultat du typage morphologique conditionne de
maniere tres forte la prise en charge thérapeutique. Or, il existe au sein de cette entité
des tumeurs tres difficiles a classer sur le plan morphologique, que les médecins
anatomopathologistes positionneraient plutot dans une zone grise entre ERMS et
ARMS. De plus, les fragments analysables étant généralement de petite taille
(biopsies et microbiopsies), cela ajoute une difficulté supplémentaire liée a la non
représentativité des prélevements. Les formes alvéolaires étant de bien plus mauvais
pronostic, le développement d"un nouvel outil leur permettant de démembrer ces
entités difficiles serait d'une grande aide pour la prise en charge des patients
concernés. A travers ce travail de these, nous avons donc décidé d’évaluer la capacité
des profils d’expression des microARN a apporter une réponse a cette
problématique.

En ce qui concerne la prise en charge clinique des OS, la réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante est considérée comme le facteur pronostique le plus
important. Cependant, actuellement, cette information ne peut étre déterminée
qu’apres l'acte chirurgical, par évaluation de la nécrose tumorale. S’il était possible
de prédire la réponse a la chimiothérapie avant chirurgie, cela permettrait de la
planifier au mieux, et il serait également envisageable d’adapter ou de personnaliser
les traitements. Nous avons donc choisi d’évaluer également la capacité des profils

d’expression des microARN a prédire la réponse des patients atteints d’OS.
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OUTILS

Modeles animaux et lignées cellulaires :

La plupart de nos études ont été réalisées a partir de tumeurs congelées ou
FFPE, que ce soit pour le développement de notre méthodologie d’analyse des
données de TLDA, ou pour les études plus appliquées, dans les OS et les RMS.
Cependant, nous avons ponctuellement utilisé les lignées cellulaires humaines

suivantes :

> Lignée humaine de RMS SJCRH30 :

Encore appelée RMS13 (ATCC# CRL-2061), cette lignée cellulaire a été isolée a
partir d"'une métastase osseuse chez un enfant porteur d'un ARMS. Nous avons au
préalable vérifié la présence d'un transcrit de fusion de type PAX3-FOXOI1, par
technique de RT-PCRq.

Au cours de ce travail de these, cette lignée a été utilisée pour la mise au point
de notre puce prototype de diagnostic des sarcomes a translocation (cf. résultats
partie III, prix 2010 des Amis de I'Université de Lyon). Secondairement incluse en
paraffine, nous avons également utilisé cette lignée pour le développement de notre
meéthodologie d’analyse des données issues de TLDA, en particulier lors de la
comparaison des échantillons congelés et FFPE en miroir (cf. article I, en soumission

au journal RNA).

> Lignées humaines d’OS MNNG/HOS Cl #5 et Saos-2 :

Les lignées cellulaires MNNG/HOS Cl #5 (ATCC# CRL-1547) et Saos-2 (ATCC#
HTB-85) sont toutes deux des lignées d’OS utilisées au cours de notre étude sur les
profils d’expression des microARN appliqués a la prédiction de la réponse a 'I[FO
(cf. article II) (Gougelet et al.,, 2011b). La lignée MNNG/HOS Cl #5 peut étre
considérée comme une lignée chimiorésistante, alors que la lignée Saos-2 est

chimiosensible.
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> Lignée humaine de chondrosarcome SW1353 :

La lignée SW1353 (ATCC# HTB-94) est une lignée de chondrosarcome que nous
avons utilisée pour démontrer que les signatures de réponses a la chimiothérapie
sont différentes en fonction du type tumoral et du type de médicament (cf. article III)

(Gougelet et al., 2011a).

> Lignées humaines de lymphomes Daudi et Namalwa :
Les lignées Daudi (ATCC# CCL-213) et Namalwa (ATCC# CRL-1432) sont
toutes deux des lignées de lymphomes de Burkitt, utilisées pour la méme raison que

la lignée de chondrosarcome (cf. article III) (Gougelet et al., 2011a).

> Lignées humaines de léiomyosarcomes SK-LMS-1 et CNIO-AA :

La lignée SK-LMS-1 (ATCC# HTB-88) est dérivée d'un léiomyosarcome utérin,
alors que la lignée CNIO-AA, gracieusement fournie par la société Pharmamar (Tres
Cantos, Espagne) est dérivée d'un léiomyosarcome des tissus-mous. Ces deux lignées
ont été utilisées pour les tests fonctionnels dans le cadre de notre étude portant sur
I’analyse des profils d’expression protéiques des léiomyosarcomes (cf. article IV, en

soumission au journal EJC).

> Modele d’OS de rat :

Il s’agit d'un modele orthotopique et métastatique d’OS de rat (Allouche et al.,
1980; Dutour et al., 2007). Les tumeurs générées sont de type ostéoblastique, dans des
rats immunocompétents de souche Sprague-Dawley (Laboratoires Charles River,
Wilmington, MA, USA). Nous avons utilisé ce modele pour la génération d’OS dans
le cadre de notre étude sur les profils d’expression des microARN appliqués a la
prédiction de la réponse a I'IFO (cf. article II) (Gougelet et al., 2011b)(figure 26).

La tumeur est implantée en placant un fragment tumoral hyperprolifératif sur
la diaphyse tibiale, apres abrasion périostée. Quatorze jours apres transplantation, les

rats subissent un ®F FDG PET Scan. Ils sont ensuite assignés de maniere aléatoire a
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un groupe controle, traité a l'aide d'une solution saline, ou a un groupe traité par
injection sous-cutanée d’'IFO, deux fois a sept jours d’intervalle. Un dernier PET Scan

est réalisé une semaine apres la deuxieme injection, et 24h avant le sacrifice des rats.

Administrationd’IFO

10 mg/Kg, 2 fois Résection Prélévements
‘ de latumeur de tissus sains
Implantation
de latumeur PETScan 1 PET Scan 2
l 14 jours l 8 jours 7 jours l
S ] 1 | s -3 — L —————
n n Jji4 J1s 122 123 129 130
Jel
fF e

Figure 26 : organisation des manipulations sur le modéle d’OS de rat.

Plateforme TLDA pour microARN :

Toutes les expériences de TLDA ont été réalisées sur un appareil PCRq de type
Applied Biosystems 7900HT. Selon I'origine des prélevements, nous avons utilisé des
TLDA pour 'homme ou pour les rongeurs. Dans la version 2 des TLDA, 1'ensemble
des microARN est détecté a I'aide de deux plaques A et B. Pour 'homme, 377
microARN sont détectés par la plaque A, et 290 microARN par la plaque B, pour un
total de 667 microARN. Pour les rongeurs, 226 microARN de rat sont détectés par la
plaque A, et 77 par la plaque B, pour un total de 303 microARN. La plateforme TLDA
simplifie considérablement les étapes de transcription inverse et de chargement des

plaques, par rapport a des PCRq uniques (figure 27).
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Figure 27 : processus résumant une expérience réalisée sur plaque TLDA.

Apres extraction des ARN totaux, les microARN sont transformés en ADNc lors d'une réaction de
transcription inverse, a l'aide d’amorces de type tige-boucle massivement multiplexées. Les ADNc
sont ensuite introduits dans les huit puits de chargement de la plaque TLDA, qui contient déja les
amorces et les sondes de PCRq, a I’état déshydraté, dans chacun des 384 puits. Les puits sont remplis
par centrifugation, grace a un réseau de micro-canaux. Une fois que la plaque est remplie et scellée, il

est possible de réaliser la réaction proprement dite de PCRq.
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Techniques de FISH pour la détection des translocations rares dans les ARMS :

Par technique FISH, la détection de la présence d'un transcrit rare s’effectue en
deux temps. Dans un premier temps, on vérifie I'absence d'un transcrit de fusion
courant, a I'aide de la sonde FOXO1 de type break-apart (figure 28). L’absence de
réarrangement du gene FOXO1 élimine la présence des translocations générant les

transcrits de fusion courant de type PAX3-FOXO1 et PAX7-FOXO1.
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Figure 28 : idéogramme présentant la sonde FOXO1 de type break-apart.

A gauche, position de la sonde sur le bras long du chromosome 13. A droite, présentation de la
disposition des sondes de part et d’autre du point de cassure a tester, au niveau du gene FOXO1. Dans
un noyau normal, on observe deux signaux de fusion (signaux orange et vert tres proches). Dans un
noyau avec réarrangement, on observe un signal de fusion accompagnée d’un signal vert et d'un
signal rouge séparés (sonde Vysis LSI FOXO1 dual color, break apart rearrangement probe, # 05]48-006,

d’apres le manuel d'utilisation de la sonde fourni par Abbott Molecular).

Dans un deuxieme temps, on effectue la recherche d'un réarrangement du gene
PAX3, a l'aide de la sonde PAX3 de type break-apart (figure 29). La présence d'un
réarrangement du gene PAX3, en I'absence de réarrangement du gene FOXO1, signe
la présence d’une translocation rare générant un transcrit de fusion de type PAX3-

NCOA1, PAX3-NCOA2 ou PAX3-FOXO4 (figure 30).
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Figure 29 : idéogramme présentant la sonde PAX3 de type break-apart.

En haut, position de la sonde sur le bras long du chromosome 2. En bas, présentation de la disposition
des sondes de part et d’autre du point de cassure a tester, au niveau du géne PAX3. Dans un noyau
normal, on observe deux signaux de fusion (signaux orange et vert tres proches). Dans un noyau avec
réarrangement, on observe un signal de fusion accompagnée d'un signal vert et d'un signal rouge
séparés (sonde PAX3 break-apart, #LPS 012, d’apres le manuel d’utilisation de la sonde fourni par

Cytocell).

FOXO1BA

PAX3 BA

Figure 30 : photos de techniques de FISH prises au microscope a fluorescence sur un cas d’ARMS a
transcrit rare.
A gauche, résultat de I'hybridation a 'aide de la sonde FOXO1 de type break-apart. A droite, résultat

de I'hybridation a I'aide de la sonde PAX3 de type break-apart (photos réalisées au grossissement x63).
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Plateforme CGH utilisée pour I’établissement des profils génomiques :

Pour l'établissement des profils génomiques des cas de RMS de diagnostic
difficile, la plateforme de puces CGH Agilent a été utilisée (figure 31). Brievement,
I’ADN génomique de la tumeur est extrait a partir de grattages d'un bloc de
paraffine. Cet ADN tumoral est marqué a l'aide d'un fluorochrome rouge, puis co-
hybridé avec un ADN témoin marqué a l'aide d'un fluorochrome vert sur une puce
a ADN possédant quatre zones contenant chacune 180 000 sondes réparties sur
I'ensemble du génome humain (il est possible d’analyser quatre tumeurs a la fois).
Par compétition entre ’ADN tumoral et '’ADN témoin sur chacun des spots de la
puce, il est alors possible de déterminer les pertes, les gains et les amplifications

présents dans le génome tumoral.
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Figure 31 : déroulement d’une expérience de CGH réalisée sur puces pangénomiques Agilent.
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Logiciels de programmation de d’analyse :

Les manipulations de données ont été réalisées principalement sous trois
logiciels. Le logiciel Perl a été utilisé pour la manipulation des fichiers en sortie de
I'appareil PCRq. Ainsi, nous avons développé un script Perl permettant de
concaténer les données brutes issues de différentes plaques TLDA, par des
manipulations de lignes de texte (figure 32). L’ensemble des données nécessaires a
I’analyse d’une cohorte était alors disponible sous un seul fichier importable dans un

logiciel d’analyse.

Ce programme permet de creer un fichier .txt avec tabulations
contenant les Cts bruts des plaques TLDA pour import sous Excel.

Entrez le nom de 1l'etude : Clustering Léios
Entrez les numeros absolus des plagues a analyser (sous la forme “numl+num2") : 12+26+30Q

Uous avez specifie les numeros de 3 plaques TLDA.

Figure 32 : récupération des données brutes via le script Perl.
Invite de commande du micrologiciel permettant de créer une cohorte d’analyse a partir des fichiers

bruts donnés par 'appareil PCRq (script Perl développé en interne).

Les fondamentaux de la méthodologie d’analyse des données brutes issues de
plaques TLDA ont été développés dans le logiciel Microsoft Excel, a 1'aide de
formules et de macros. Enfin, l'intégralit¢ des méthodes de traitement et de
normalisation des données a ensuite été regroupée sous un script R, qui nous a
permis de pouvoir appliquer des méthodes de normalisation locales beaucoup plus

poussées, et d’éviter de jongler continuellement d"un outil informatique a I’autre.

Enfin, les analyses statistiques ont été réalisées tour a tour a l'aide des logiciels

R, Tiger MeV et TIBCO Spottire DecisionSite for Functional Genomics Analysis.
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I. MISE AU POINT D'UNE METHODOLOGIE D’ANALYSE DES RESULTATS
ISSUS DE TLDA

1. Des Cts bruts a l'interprétation biologique: importance du traitement des
données primaires

Pour mener a bien ce travail de these, nous avons choisi d’étudier les profils
d’expression des microARN a l'aide d'une technologie basée sur la PCRq, appelée
TLDA. Ces plaques microfluidiques correspondent en fait a une technologie de PCRq
dite a « moyen débit », et sont de plus en plus utilisées pour l'établissement des
profils d’expression des microARN. Comme pour I'obtention des profils
d’expression des ARNm sur puces a hybridation de type microarray, les données
provenant de plaques TLDA nécessitent des méthodologies d’analyse efficaces, pour
produire des résultats robustes et a forte valeur ajoutée. Une étape cruciale du
traitement des données est la normalisation : elle a pour but de rendre comparables
entre elles des données provenant de plusieurs plaques TLDA, réalisées a des
moments différents et avec des échantillons variés. La normalisation s’attache a
réduire les erreurs de mesures et les variations techniques qui se produisent lors des
différentes étapes expérimentales, de l'exérese de la tumeur a l’analyse de la
fluorescence dans les puits des plaques TLDA. Ces erreurs, appelées également biais,
peuvent étre purement techniques, mais également biologiques, dépendant alors de
la nature des échantillons testés.

Il existe aujourd’hui un grand nombre de méthodes de normalisation et
d’analyse, parfois radicalement différentes. Il convient de les choisir avec
discernement, car une méthode inadaptée peut a son tour introduire des biais
entrainant des variations n’ayant aucune signification biologique. L’analyse et
lI'interprétation des résultats s’en trouveraient alors faussées. Le choix de la méthode

de normalisation est donc un point fondamental. Il permet d’obtenir des données de
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départ les plus « propres » possibles, et représentant la réalité biologique de maniere

juste et précise.

Le but de cette étude était de développer une méthodologie d’analyse
reproductible, a partir des données brutes générées par les plaques TLDA, et qui soit
indifféremment applicable a des échantillons congelés ou FFPE. Pour cela, nous
avons réalisé les profils d’expression des microARN de 117 échantillons tumoraux
congelés ou FFPE. Cette grande cohorte était plus précisément composée de 104
échantillons FFPE de type GIST, RMS et OS, ainsi que de 13 sarcomes de types variés
pour lesquels nous disposions a la fois d’un fragment congelé et d"un fragment FFPE
correspondant. La totalité de ces échantillons tumoraux a été utilisée pour
déterminer la meilleure méthode de normalisation de données d’expression des
microARN. Les performances des différentes méthodes de normalisation testées ont
été évaluées sur la base de leur capacité a classer correctement les différents types de

sarcomes lors d'un clustering non supervisé.

Nous avons tout d’abord montré qu’il était possible de normaliser les données
brutes d’expression des microARN générées a partir de plaques TLDA a l'aide de la
méthode standard du delta-delta CT (AACt), a la condition que les cohortes analysées
soient constituées d’échantillons tumoraux homogenes, c'est-a-dire exclusivement
constituées d’échantillons congelés ou FFPE. Dans ce cas, 1'utilisation de la médiane
en tant qu'endogene ou gene de référence virtuel nous a permis d’obtenir les
meilleurs résultats. Quelques modifications mineures de la méthode du AACt ont
également été introduites, afin de pouvoir analyser ultérieurement les données
normalisées a 1'aide de logiciels initialement développés pour l'analyse de puces
d’expression et la découverte de biomarqueurs d’intérét.

Dans un second temps, nous avons montré qu’il était également possible
d’analyser des cohortes constituées d’échantillons hétérogenes (congelés et FFPE), en

appliquant une méthode de normalisation locale supplémentaire avant la
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normalisation globale par la méthode du AACt. En effet, en travaillant sur des
cohortes hétérogenes, nous avons découvert la présence d'un biais local lié a la
fixation de I’échantillon, c’est-a-dire un biais dépendant de la valeur des Cts. Deux
méthodes de normalisation locales ont été testées, et seule la normalisation de type
LOESS a permis de corriger de maniere efficace ce biais local.

Tout au long du processus de normalisation et d’analyse des données, de
I'extraction des données brutes a I'obtention des valeurs d’expression en quantité
relatives (RQ), nous avons veillé a ce que les données ne subissent aucune
modification inappropriée, en surveillant chacune des étapes a l'aide d’outils de

contrdle qualité adaptés.

Le développement de cette méthodologie d’analyse nous a permis par la méme
occasion d’obtenir les profils d’expression des microARN pour de nombreuses
tumeurs (GIST, RMS, OS, liposarcome, léiomyosarcome, chondrosarcome,
synovialosarcome, histiocytome fibreux malin, tumeur maligne des gaines nerveuses
périphériques et sarcome inclassé) et en particulier pour des grandes cohortes de
tumeurs de type RMS et OS. Nous avons également montré que les profils
d’expression obtenus étaient directement exploitables pour des analyses statistiques
non supervisées et supervisées de type clustering. Par la suite, nous avons utilisé ces
données d’expression pour affiner la classification nosologique des RMS, et nous
avons également étudié leur pouvoir prédictif de la réponse a la chimiothérapie néo-

adjuvante dans les OS.

Document a suivre :

Article I en soumission : Defining the optimal analysis methodology for miRNA
profiling using TagMan® Low Density Arrays (TLDA) with frozen and formalin-fixed
paraffin-embedded samples.
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Abstract:

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs regulating gene expression in a complex
network and with coordinate actions. They are involved in many cell processes and play a
crucial role in cancer development. High throughput miRNA expression profiling is the best
way to identify single miRNA biomarkers in cancer cell lines and clinical samples, and to
conduct classification studies providing new insights.

Global miRNA expression profiling using TagMan® Low Density Array technology (TLDA,
Life Technologies) was conducted in 117 tumor samples, mainly composed of gastrointestinal
stromal tumors (GISTs), rhabdomyosarcomas and osteosarcomas. Frozen and formalin-fixed,
paraffin embedded (FFPE) specimens were used to identify the most appropriate method for
the accurate normalization of miRNA expression data. The performances of the different
normalization methods were compared for their ability to correctly classify these distinct
tumor entities.

When working on cohorts exclusively composed of frozen or FFPE samples, applying the
standard delta-delta Ct (AACt) method alone was sufficient, and optimal results were obtained
choosing the median as a virtual endogenous housekeeping gene. For mixed frozen and FFPE
cohorts, a prior LOESS normalization was the most efficient way to correct the local bias
induced by the fixation.

The methodology developed here enables a reliable determination of miRNA expression
profiles. In addition, this methodology works equally on frozen and FFPE archived material,
which is a relevant advantage in the field of rare pathologies. Obtaining statistically

significant data is no longer an issue for miRNA discovery.
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Introduction:

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that repress gene expression through
sequence-specific base pairing with their target mRNAs (Doench and Sharp 2004). There are
currently 2042 entries for Homo sapiens mature miRNAs in the 19th release of the miRBase
sequence database, but new entities are still being identified (Griffiths-Jones 2004; Griffiths-
Jones et al. 2006; Griffiths-Jones et al. 2008). MiRNAs are involved in many processes such
as control of cell proliferation, differentiation and apoptosis (He and Hannon 2004). MiRNAs
are deregulated in many tumor types, and can either act as oncogenes or tumor suppressors
(Tie and Fan 2011; Zhang et al. 2007). Each miRNA has approximately one hundred targets
(Brennecke et al. 2005). MiRNA profiling combined with a solid target database represents an
attractive strategy to identify novel nosological entities, activated pathways in cancer cells,
and new targets for research, diagnosis or clinical use (Betel et al. 2008; Friedman et al. 2009;

Krek et al. 2005).

MiRNA expression profiles are usually assessed using microarray hybridization and high-
throughput quantitative real-time PCR (qPCR) (Jing et al. 2010). MiRNA profiling using
microarray hybridization allows the screening of all known miRNAs at once, but their
limitation is that probes cannot distinguish mature miRNAs from miRNA precursors, and
accurate microarray profiling requires their separation by polyacrylamide gel electrophoresis
(Shingara et al. 2005). Results obtained through microarray hybridization are expressed in
relative intensities and need to be validated by qPCR assays (Morey et al. 2006).

Conversely, qPCR-based miRNA expression profiling relies on the 384 wells format, with a
simplified sample preparation and loading process. Therefore, the number of simultaneous
miRNAs that can be studied in a single experiment is lower than the microarray-based
technique. QPCR experiments are often presented as fold changes over a control sample.
Because of their specific technologies, these two platforms provide non comparable results,
and cross-platform analysis can be challenging (Wang et al. 2011). Moreover, there is still no
consensus on the optimal normalization method to be used for miRNA profiling studies

(Meyer et al. 2010).

MiRNAs are assumed to be less prone to degradation than other longer nucleic acid materials.
It has already been shown that qPCR is suitable for miRNA quantification on single assays
(Siebolts et al. 2009), and that FFPE sample could give interpretable results using the TLDA
technology (Hui et al. 2009; Sotolongo et al. 2010). When FFPE samples are compared to
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frozen samples, a bias varying along the Ct values, i.e. a local bias, is visible on correlation
plots (Goswami et al. 2010; Steg et al. 2006). However, no correction method has been
successfully applied so far to improve the reliability of results. The ability to use FFPE tumor
samples would open up large tumor collections from clinical trials and from other tumor bank
collection centers (Gnanapragasam 2010). Their analysis might enable researchers to identify
new targets that are linked to disease progression or response to cancer therapy (Oulas et al.

2009; Trang et al. 2008).

As any emerging technology, there are few studies evaluating the key parameters influencing
TLDA results and showing how to analyze optimally these datasets (Gillis et al. 2007).
Scientists often use the standard AACt method with no consensus concerning the choice of the
endogenous housekeeping gene(s), and limiting themselves to fold change analyses (Flamant
et al. 2010; Mor et al. 2011; Packer et al. 2008; Tatro et al. 2010). Commercial software
solutions have emerged to enable TLDA analysis (Sorby et al. 2010; Zhao et al. 2012). These
solutions implement several analysis tools related to qPCR normalization. However, selecting
the parameters within the software is at the discretion of the user, and inappropriate selections
can lead to non consistent results (Chugh and Dittmer 2012). Moreover, normalization
algorithms are applied globally, over the whole dataset, and local biases can remain

uncorrected with these approaches (Steg et al. 20006).

We propose in the present work a standardized approach for the analysis of TLDA for
miRNA raw data. QPCR will be processed using the AACt method, with a carefully selected
optimal endogenous housekeeping gene. We will also investigate here the best significant way
to normalize TLDA data derived from a heterogeneous set of samples, composed of FFPE and

frozen samples, using tools originally designed for microarray data.
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Results:

The main objective was to establish a standard and reproducible analysis methodology to
obtain reliable miRNA expression profiles, starting from TLDA raw data. The aim is the
production of data with high quality, directly available for statistical analyses such as
unsupervised or supervised clusterings. This methodology should be applicable to frozen,
FFPE or mixed frozen/FFPE cohorts. The entire cohort is composed of a variety of sarcoma
entities (Table 1). The evaluation of the normalization methods is based on their ability to

accurately classify the different samples.

> Obtaining the cleanest dataset: raw data extraction, filtering and quality control

The method used to collect the raw data was found to be a potential source of bias. Using an
automatic threshold, Ct values obtained for a given GIST sample processed alone differed
from the Ct values obtained for the same sample extracted as a part of different groups of five
distinct GIST samples (Figure 1A). In this example, Ct values of three representative miRNAs
of the GIST sample #F1728 are presented. The first miRNA shows no variation, the second
one a limited variation and the third one the maximum variation observed. The maximum
variation was of 7.72 cycles for the miR-628-5p. Among expressed miRNAs, 10 % of Ct
values showed no variation, but the variation of Ct values was greater than 2 cycles for 18%
of Ct Values (Figure 1B). A plate by plate extraction was found to be the best way to retrieve
raw data, which were then not affected by the constitution of the analysis group.
Subsequently, each sample can be easily included in various cohorts. However, in this case, a
manual threshold must be chosen, since the use of an automatic threshold on a single plate
produced an unusual stepwise distribution of Ct values, due to algorithm approximations
(Figure 1C). The threshold for Ct determination was set up as close as possible to the base of
the exponential phase. Following the visualization of amplification curves for more than a
hundred of TLDA arrays, a manual threshold of 0.25 was chosen. All Ct values were

extracted with this threshold and an automatic baseline.

For each TLDA, quality controls were performed on raw data (see Materials and Methods).
Box plots, the following of the expression level of the MammUG6 internal control, and heat
maps based on Pearson’s correlation coefficients were sufficient to detect samples with an
abnormal data distribution or with unusual overall late Ct values (Figure 2A and 2B).
Inconsistent samples were removed to avoid any biases during the normalization procedures.
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Among all tumor samples, 2 out of 104 (2%) FFPE samples and 4 out of 13 frozen (32%),
overall 5% of all samples, did not pass these criteria and were removed from the analysis

process.

Commercial analysis software products often allow users to allocate an arbitrary value to
undetermined Cts or Cts above a chosen cut-off before any calculations (Xia M. et al. 2010).
Using this approach, a miRNA whose expression was undetermined for several samples may
end up with different expression levels after applying the AACt method described thereafter
(Table 2). Thereby, undetermined Ct should not be changed into arbitrary Ct values at this
step. At the end of the analysis procedure, a miRNA which is non-expressed across several
samples would show artefactual variations of no biological significance; this could influence
final results, especially if there are a high number of undetermined or late Cts in samples. The
arbitrary value for undetermined or late Cts must be given after the normalization by the

endogenous housekeeping gene(s).

Overall, these results show that the extraction of raw data is a critical preanalytic step for

frozen and FFPE samples. The proposed method prevents the emergence of biases.

» Choosing the optimal endogenous housekeeping gene(s) for the AACt method

Prior to the processing of Ct values with the global AACt normalization method, the absence
of any potential local bias on TLDA data had to be verified on MA plot (see Materials and
Methods). Raw Ct datasets coming from all 102 FFPE samples were plotted against each
other (see example Figure 3A). No local biases were detected, as shown by scatter plots being
always straight and horizontal. The AACt method can therefore be used on FFPE-only cohorts

as the only and sufficient normalization method.

The next step was to optimize the AACt normalization method. To that aim, the 102 FFPE
samples composed of 25 rhabdomyosarcomas, 21 osteosarcomas and 56 GISTs were used.
Different sizes of training sets within the cohort of 102 samples were tested (random
samplings, see Materials and Methods). The main issue concerning the AACt method is the
need to determine the optimal endogenous housekeeping gene(s). Four different methods for
the choice of the endogenous housekeeping gene(s) were evaluated on these different training
sets: 1/ the normalization factor MammU®6, 2/ normalization using the geometric mean of the
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four most stable miRNAs identified by geNorm or Normfinder, and 3/ normalization by the

sample medians.

As a performance indicator, the ability of these four methods to accurately classify samples
according to histological diagnosis was investigated, using unsupervised clusterings. To
compare the results of the classification algorithm, confusion rates and purity indexes were
calculated (see Material and Methods). Overall, the curves generated showed that the purity
index is always better in large cohorts, while the confusion rate is more stable. We describe

hereunder the results obtained with the four methods (Figure 4A and 4B).

1/ Single gene control method: MammUG6 endogenous control
The MammU6 endogenous control produced the worst purity index and confusion rate when
compared to the three other methods. Results are particularly inaccurate for small cohorts, as
seen with the purity index. Conversely, the confusion rate increases together with the size of
the cohort. These opposite results emphasize the fact that the purity index values are different
whether misclassified samples are all located in the same cluster, or in several different
clusters. In our study, purity index was reduced because of a large amount of errors occurring
in the same cluster (e.g. GIST cluster, data not shown). This index is therefore not
representative of the overall error rate. Whatever the size of the cohort, the 3 other approaches
always outperformed the MammU6 method, probably indicating that the expression of

MammU6 was varying across samples.

2/ GeNorm and Normfinder methods

GeNorm and Normfinder algorithms have to be run again for each training sets, because the
most stable miRNAs can change depending on the size and the composition of the cohort.
Using both methods and studying the same subsets of samples within two different cohort
sizes with two random drawings, the selected miRNAs varied substantially (Table 3). The two
methods never retrieved the exact same group of stable miRNAs, and similar miRNAs were
always differently ranked. Even for different drawings within a training set, the retrieved
miRNA normalizers were found different. Interestingly, using the geNorm method, the
expression of MammUG6 was found to be stable in some training sets, as shown by its presence
in the table.

The analysis of purity indexes and confusion rates shows that the Normfinder method
performs better, especially for small cohorts. When using cohorts containing more than 50
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samples, the efficacy of the Normfinder method is very similar to that of the median described
hereunder. However, the disadvantage of the Normfinder method is that it requires a prior
knowledge of the constitution of the groups to determine the best miRNA normalizers, which

is an unknown factor in most discovery studies.

3/ Median method
With this approach, the median is calculated for each sample and is considered as a virtual
endogenous housekeeping gene. The median curves of the purity index and the confusion rate
can be considered more stable, regardless of the size of the cohort, yet improving slowly as
the size of the cohort increases. Together with Normfinder, the median method performed
best with both indicators, regardless of the cohort size. Due to the advantage of the median
method for studies where there is no prior knowledge about the constitution of groups, this

method was selected as the best compromise.

> Normalizing heterogeneous analyses cohorts containing FFPE and frozen
samples

We previously showed that it is possible to analyze homogenous FFPE cohorts with the
standard AACt method. However, the feasibility of comparing FFPE and frozen samples
together in the same cohort had to be evaluated. To that aim, we used a cohort composed of
13 tumors and one rhabdomyosarcoma cell line having both frozen and their FFPE equivalent
counterpart (see Materials and Methods). TLDA for miRNAs were run for all samples, and 9
out of these 13 paired tumor samples passed all quality control criteria. The SJCRH30

rhabdomyosarcoma cell line was added to this study for a total of 10 paired samples.

The presence of any potential biases was then assessed. For all paired samples, the two raw
data sets were visualized on a MA plot. The example of a leiomyosarcoma sample is shown
on Figure 3B. Scatter plot followed an oblique line with a slight curvature, a plot
characteristic of the presence of a local bias, varying along the Ct values. A local

normalization must be applied to correct this bias prior to the AACt method.

To find out the best method to correct this local bias, the 10 paired samples (9 paired frozen
and FFPE tumor sample, and paired samples of an RMS cell line) were analyzed using 3
different approaches : without any local normalization, with the quantile method (Rao et al.
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2008), and with the LOESS method (Cleveland WS. 1979; Cleveland WS. and Devlin SJ.
1988). All samples were analyzed using our previously established AACt method, with
medians as endogenous housekeeping genes. All data modifications due to normalization

steps were controlled by box plots and MA plots (Figure 5).

After the quantile normalization of all paired samples, box plots showed exactly the same
distribution, with a shared median (Figure 5B1). However, the local biases were only partially
corrected using this method, as shown in the MA plot. Moreover, the distribution of the data
shows an increased overall spread of dots (Figure 5B2). After LOESS normalization, box plot
showed that frozen and FFPE samples were globally corrected by pairs, with pairs having the
same median value but a different distribution (Figure 5C1). Using an MA plot, samples
correlations were correctly adjusted along the Ct values, so the scatter plot is straight and
horizontal around the zero line (Figure 5C2). All samples will share the same median and will

be comparable for further analysis after the application of the AACt method.

The accuracy of these two local normalization methods were then assessed measuring their
ability to pair corresponding frozen and FFPE samples when performing an unsupervised
clustering on log2(RQ) values (Figure 5A3, B3 and C3). With no local normalization, 8
samples out of 10 were correctly paired: tumors #4 and #12 were split in different groups
(Figure 5A3). As expected, samples correctly paired in the absence of local correction
exhibited a flat distribution on MA plots (data not shown). The quantile normalization method
was able to classify accurately only 7 samples (Figure 5B3). The LOESS normalization
performed the best with a perfect recognition of all paired samples (Figure 5C3). Importantly,
entities with similar histologies were clustered together, such as liposarcoma samples
(WDLPS, DDLPS and US tumors) and rhabdomyosarcoma samples (ARMS cell line and
ERMS tumor). In our study, the rhabdomyosarcoma cell line is not separated from fresh
tumor samples, in contrast with what was reported in previous molecular profiling studies

(Ertel et al. 2006; Houshdaran et al. 2010; Kao et al. 2009; Virtanen et al. 2002).

The LOESS normalization is therefore an appropriate method for the analysis of TLDA data

when there is a need for a local bias correction between FFPE and frozen samples.
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Discussion:

In the present work, we present a novel analysis methodology for miRNA profiling using
TLDA, in the third largest cohort ever reported for miRNA expression profiling on the TLDA
platform (104 FFPE samples) (Nakata et al. 2011; Schultz et al. 2012). The objectives of the
present work was to delineate a method to enable a reliable, reproducible, evaluation of
miRNA expression profile among a variety of tumor samples, with the aim of a potential
clinical use.

TLDA data are generally analyzed as usual qPCR results, using the AACt method as the sole
normalization method, but with no consensus about the optimal endogenous housekeeping
gene(s). In the present report, we observe that the use of gross and heterogeneous methods
may significantly affect the reproducibility of the results across laboratories using TLDA
platforms (Wang et al. 2011; Wang et al. 2012). The management of the quality of the data
was found to be essential at all steps of the procedure, with the aim to prevent or correct any
possible technical or biological bias. The adapted AACt method proposed in the present
manuscript, using the median as a virtual endogenous housekeeping gene, is applicable to
homogeneous cohort of frozen samples or FFPE samples and lead to optimal results in our
dataset. For heterogeneous cohorts, composed of FFPE and frozen samples, a local bias was

identified, which was found correctible using an additional LOESS normalization.

Usually, for the validity of quantification using the comparative AACT method, the efficiency
of the target amplification and the efficiency of the active reference amplification must
approximately be equal. The median being a virtual endogenous housekeeping gene, it has no
quantifiable efficiency, but averages the efficiencies across the whole sample set. In the
present work, we show that this median method was found to contribute to very limited and
non detectable quantification errors and outperformed all other methods evaluating real

endogenous housekeeping gene(s).

The results presented here show in particular that MammU6 cannot be always considered as
an endogenous control. MammU®6 frequently stands out as a differentially expressed target in
several statistical analyses, as shown also in other studies (Peltier and Latham 2008; Tatro et
al. 2010). In general, using a single control reference has been reported to be suboptimal in
several studies (Huggett et al. 2005; Lee et al. 2002).

Using geNorm and Normfinder, the most stable miRNAs were found to differ significantly in
the various training subsets tested. These algorithms have therefore to be run again every time
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a change in the composition of samples occurs, in particular with the addition of a novel
sample. Conversely, the median is sample-related only, and needs to be calculated once and
for all. Choosing the median as a virtual endogenous housekeeping gene is therefore saving
many efforts and calculation times (Deo et al. 2011). This easy way of normalizing TLDA
data with the AACt method is of particular interest for discovery studies in rare pathologies,

where a given stable miRNA found in a small cohort might not be representative.

In cancer research, high-throughput platforms are often used to find a small subset of
deregulated targets of interest. In order to be cost-effective, the expression level of these
targets can then be measured in single assays for diagnostic, prognostic or therapeutic
applications. Using the median method recommended here as a virtual endogenous
housekeeping gene can no longer be used in single qPCR assays. At the present time, the only
solution is to select one or several real endogenous control miRNAs using large cohort
studies, constituted with adequate samples. However, the cost of TLDA, which could limit the
present approach, is significantly lowering, making this issue considerably less relevant for

the near future.

In order to compare FFPE and frozen samples, we directed our efforts on local normalization
methods given the presence of local biases on the Ct values. It has already been shown that
non-linear normalization methods perform the best for microarray data analysis (Bolstad et al.
2003), and two commonly used methods are used in this context: the LOESS normalization
and the quantile normalization methods. In the present work, the LOESS normalization
method was found to be superior to the quantile normalization method for TLDA data
correction. The LOESS function actually fits a smoothing curve to a dataset. This represents
an advantage for miRNA profiling, as the family of known miRNAs represents a relatively
small dataset: an adjustable smooth parameter in the LOESS function allows users to work
with a few hundreds of targets. Besides, LOESS was also proven to be efficient with miRNA
microarrays, containing much fewer spots than whole-genome gene expression microarrays
(Hua et al. 2008). Conversely, the quantile normalization was originally designed for the
accurate correction of expression values of thousands of targets. It is a more “aggressive”
procedure than LOESS, because it redistributes the data in one data set to match the
distribution of another data set. Quantile normalization is therefore less appropriate in small

datasets.
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In this work, the use of paired frozen and FFPE samples allowed us to use a simple LOESS
normalization method. When working on various non-related FFPE and frozen sample, the
cyclic LOESS has to be used instead as there is no matched reference sample (Yang et al.
2002). This generalization of the global LOESS method normalizes values for a set of
samples by working in a pairwise manner. Alternatively, it should be possible to use more

recent algorithms based on LOESS smooths (Ballman et al. 2004).

We used a cohort composed of frozen and FFPE samples, but a lot of other non tested
sampling conditions could also require this LOESS normalization. Ct values could be locally
disturbed by therapeutic treatments of patients, sample decalcifications, and fixation methods
used before the embedding of samples in paraffin. Therefore, an assessment of biases using
MA plot should always be performed when samples with different treatment and storage
conditions are analyzed. In the present study, the complexity was limited by using samples
sharing the same formaldehyde conservation method, even if they were processed in several

different hospitals.

Data treatment methods were evaluated according to their performances during clustering,
based on the assumption that tumors were initially optimally classified by pathologists using
morphological and immunophenotypical criteria, the institution being a reference center for
sarcoma pathology in France. Evaluating the performance of a normalization method on a
well-defined real data set and clustering analyses has already been proven to be particularly
efficient with biological data (Kim S.Y. et al. 2006). A superior cluster robustness and
accuracy can be considered as the best biological proof of an unbiased normalization. Using
this strategy, we validated a novel analysis methodology for miRNA profiling using TLDA:
when there is no local bias in the raw data, the AACt method using the median as the
endogenous housekeeping gene is the best approach to obtain accurate results. If a local
variation is detectable in the raw data, a prior LOESS normalization enables a good correction
of this particular bias. This analysis methodology is therefore virtually applicable to cohorts
composed of homogenous or non homogenous biological material. This is of particular
relevance in rare tumors, for retrospective or prospective cohorts gathering samples from

various origins, with different preparations as well as storage.

This novel analysis methodology was successfully applied within our group to improve the
management of patients with sarcoma. MiRNA profiles generated by this analysis
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methodology were used to identify a miRNA signature that can predict therapeutic responses
in osteosarcomas (Gougelet et al. 2011b). The set of discriminating miRNAs is consistent
with other published studies, targeting signaling pathways involved in bone resorption and
osteogenesis, such as the TGFf and the Wnt pathways, and other various pathways implicated
in immune response (Kingsley et al. 2007; Mintz et al. 2005; Salas et al. 2009). It was also
shown that miRNA profiles obtained through this methodology have a diagnostic value, and
may guide nosological classification when standard molecular diagnostic criteria are not
enough differentiating. MiRNA profiles provide further information, especially for
rhabdomyosarcoma fine classification (Gougelet et al. 2011a). The use of clustering analysis
for qPCR data is a great advantage over simple fold-change analysis. The sharing of miRNA
expression databases resulting from such studies, on well characterized samples, will open to
novel, refined understanding of rare pathologies (Sarver et al. 2010; Subramanian et al. 2008).
Acting at a different level, miRNA expression profiles can therefore be used in the field of
cancer research to explore another layer of complexity on top of other high throughput
technologies like CGH, mRNA expression microarrays or protein arrays (Subramanian and
Kartha 2012).

Finally, another application could be the quantification of miRNA expressions in a non
invasive way for the patient, starting from human serum samples (Zampetaki et al. 2012).
Recent advances have been made to detect small quantities of miRNAs with an alternative
technology (Chapin and Doyle 2011).

Overall, the work described enables to define a robust methodology to explore miRNA
expression profiles in FFPE samples, as well as in tumor samples with different conservation
techniques. This method is reliable, and particularly relevant to compare expression profiles
across tumor samples in rare tumors, where retrospective collection of samples stored with

different conditions is a major limitation to investigate expression profile.
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Materials and Methods:
» Tumor samples selection

Frozen and FFPE tumor samples were obtained from the department of Biopathology at the
Centre Léon Bérard in Lyon, the La Timone hospital in Marseille and the Ambroise Paré
hospital in Boulogne. A total of 117 tumors were collected. The cohort was composed of three
major groups of FFPE sarcoma samples: 21 osteosarcomas, 26 rhabdomyosarcomas and 57
gastrointestinal stromal tumors (GISTs). In addition, 13 tumors having both frozen and FFPE
samples were randomly picked out among a variety of sarcoma subtypes, including sarcomas
with simple genomics such as rhabdomyosarcoma, synovial sarcoma, liposarcoma, myxoid
liposarcoma, and sarcomas with complex genomics such as chondrosarcoma,
leiomyosarcoma, osteosarcoma, and unclassified sarcoma (Table 1). A rhabdomyosarcoma
cell line was also selected to be frozen and formalin fixed, paraffin embedded (SJICRH30 cell
line, ATCC# CRL-2061).

» RNA extraction

Frozen tumor fragments conserved in liquid nitrogen were cryo-grounded. Total RNA was
extracted from tissue powders using a single phenol/chloroform extraction protocol with
Trizol®, according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA). RNA
pellets were dissolved in 20 pl of RNase-free water and stored at -80°C.

FFPE samples were cut into approximately 30 x 4 pm sections and placed in a
microcentrifuge tube. Deparaffinization was perfomed using xylene followed by ethanol and
buffer TE washes. After centrifugation and removal of the buffer, tissues were placed in a
tissue lysis buffer with proteinase K (Qiagen) and rotated at 65 °C for 24 to 72 h as needed for
full digestion. Subsequent total RNA extraction and purification was carried out with a double
phenol/chloroform extraction separated by a DNase step. RNA pellets were resuspended in 20
ul of RNase-free water and stored at -80°C.

No enrichment for small RNAs was made, as recommended per the manufacturer.

> Multiplexe reverse transcription
All RNA samples were first diluted using RNase-free water, in order to input 500 ng of total
RNA into the Megaplex RT reactions. Briefly, each sample of total RNA is reverse
transcribed using two Megaplex pools of RT primers (A and B pools corresponding to A and
B cards), and the Tagman® MicroRNA Reverse Transcription kit. The RT master mix is
prepared as per the manufacturer’s instructions. For each tube, 3 ul of diluted RNA solution is
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added to 4.5 pl of the RT reaction mix. Thermal cycler conditions are set as follows: 40
cycles with 2 min at 16°C, 1 min at 42 °C and 1 sec at 50 °C, followed by a 5 min step at
85°C. The resulting cDNA samples were used immediately for subsequent TLDA analyses or
stored at -20°C.

> Quantitative real-time PCR using TLDA
All qPCR experiments were run with the TLDA Human MicroRNA Panel v2.0, which
allowed the analysis of 365 and 290 mature human miRNAs, respectively on the A and B
cards. No pre-amplification step was added. 6 ul of RT products are added to 444 pl of
nuclease-free water and 450 pl of the TagMan Universal PCR Master Mix (Life
Technologies). Final volumes are introduced through the height loading ports of the TLDA
plate. By centrifugation and thanks to micro-channels, mixtures reach miniature wells that are
preloaded with dehydrated specific primers and probes. The card is then sealed and
introduced in the thermal cycler upon the software-locked conditions recommended by the

manufacturer for miRNA amplifications.

» (PCR data extraction
For each miRNA, the threshold cycle (Ct) was calculated plate by plate thanks to the ABI
7900 Sequence Detection System Software v2.4 and the RQ manager v1.2.1 (Life
Technologies). Along with the Ct values, flags based on fluorescence raw data were also
retrieved in a tabulated text file (Woo DC. and Subramaniam Y. 2008). Containing valuable
information, some of these flags had to be interpreted immediately. Wells flagged with
"Empty Well" or "Bad Passive Reference" were considered as missing data, whether they
were undetermined or not; in our experiments, it could happen when the TLDA plate was not
correctly sealed, inducing leaks of reagents during the amplification process. On the contrary,
the "Non-Amplified Well" flags really signified non-expressed targets. Ignoring these flags

would induce impaired results, especially if the well is producing an absurd Ct.

In practice, late Ct values of qPCR assays are discarded in order not to take into account
hazardous values that would induce analysis bias. According to previously published data
using the TLDA technology for miRNA expression profiling, a cut-off of 37 was applied to
exclude these late Ct values (Lao K. et al. 2008; Witwer K.W. et al. 2011). All Ct above these

cut-offs were considered as undetermined for the rest of the analyses.
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> (PCR data quality control

The initial quality of raw data was verified for each sample, checking the valid expression of
internal controls (small nucleolar RNAs MammU6, RNU44 and RNU48), using box plots and
heat maps based on Pearson’s correlation coefficients (Altman 1991; Benjamini 1988).

Another quality control, the MA plot, was performed on raw data and after every
normalization procedure (Dudoit S. et al. 2002). The MA plot is basically a scaled, 45 degree
rotation of the standard correlation plot. On the Y axis M represents the Ct values ratio, and
on the X axis A represents the average Ct values of every dot in the plot. MA plots are

particularly useful to visualize local biases, i.e. biases varying along the Ct values.

» (PCR data global normalization
All data manipulations were done using the R software v2.14.2 (IThaka R. and Gentleman R.
1996). Samples were normalized in a global way using the standard AACt method, with four
different approaches for the choice of the endogenous housekeeping gene(s). The first
approach consisted in using the Life Technologies internal control gene MammU®6, which is
repeated four times on each TLDA card and stands for the U6 small nuclear 1 RNA
(Accession Number NR 004394). The second and third approaches were the use of the
geometric mean of the four most stable miRNAs found by geNorm (Vandesompele et al.
2002) or Normfinder (Andersen et al. 2004). The fourth approach consisted in using of the
median, calculated for each sample. When comparing geNorm and Normfinder methods, a
subset consisting of four most stable miRNAs was used. This particular set of miRNAs was

chosen on the basis of published experience (Vandesompele et al. 2002).

The standard AACt method was used to determine the relative quantities (RQ) as follows:
ACt = Ct — [Ct of the chosen endogenous housekeeping gene(s)]
AACt = ACt — [Mean of ACt across samples for each miRNA]
RQ=2"-(AACY)

In this formula, the Ct of the chosen endogenous housekeeping gene(s) is determined by the
four approaches we decided to test. This Ct is therefore either real or virtual. For the AACt
calculation, it was more relevant for the upcoming statistical analyses to use the mean of all
ACt obtained across samples for each miRNA, instead of using the ACt of a reference sample.
The fold change being obsolete when there is a need for classification, the calculated RQ
values had to be adapted. To obtain symmetrical data around zero, RQ values were
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transformed thanks to the logarithmic function. Log2(RQ) values could directly be used in

any statistical analysis software dedicated to microarray, for clustering purposes.

» qPCR data local normalization
In order to prove the utility of a local correction and to find out the best suited method for
TLDA data when working with mixed frozen and FFPE samples, paired samples were
analyzed using 3 different approaches : without any local normalization, with the quantile or
with the LOESS normalization methods. LOESS corrects systematic deviations in the MA
plot by carrying out a locally weighted linear regression as a function of the X axis and
subtracting the calculated best-fit average ratio from the experimentally observed ratio for
each data point (Cleveland WS. 1979; Cleveland WS. and Devlin SJ. 1988). The LOESS
function was empirically set with a smooth parameter of 0.8. The quantile normalization is a
procedure that redistributes the data in one dataset to match the distribution of another dataset.
This is made possible by sorting each sample distribution, and setting each sample value to
the mean of the other sample values of the same rank (Bolstad et al. 2003; Rao et al. 2008).
Both of these local normalization methods were applied prior to the AACt method when

needed.

» Statistical analysis

After data normalization, some quality markers were used to improve subsequent statistical
analysis. In our study, miRNAs that were never expressed in our cohorts and miRNAs whose
expression was always weak were tagged. Thus, it was possible to work on the most reliable
data at first, with the possibility to broaden the analysis to lower quality data if needed.
Logarithmic values of normalized RQ data were directly input into the Spotfire®
DecisionSite for Functional Genomics analysis software v9.1.1 (TIBCO Software Inc.,
Somerville, MA) and the R software v2.14.2. We performed unsupervised or supervised
hierarchical clustering to classify samples, in order to prove the accuracy or not of the various
data treatments. These hierarchical clusterings were done using Euclidean distance and
Ward’s linkage.

The best way of choosing the endogenous housekeeping gene(s) stood out comparing the
ability of all methods to separate three groups of different sarcoma entities in an unsupervised
clustering test. Among the 102 samples used for these tests, five subsets of different sizes (20,
31, 51, 61 or 71 tumor samples, respectively around 20%, 30%, 50%, 60% et 70% of the size
of the initial cohort) were randomly picked out by drawing without replacement. For each
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cohort size, 50 random sampling were analyzed. On every subset, we performed unsupervised
clusterings corresponding to the four tested endogenes.

Two cluster validation indicators were calculated to evaluate the accuracy of clusterings in
terms of correct classification: the confusion rate (Kohavi R. and Provost F. 1998) and the
purity index (Rendon E. et al. 2011). The confusion rate directly represents the percentage of
samples that are misclassified. The purity index corresponds to the weighted sum of the
number of misclassified tumors in each cluster. These calculations show how different a
clustering is from the expected one. In this way, when comparing different normalization
approaches, the lowest the confusion rate and the purity index are, the better the method has

to be considered.
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Type of information Screening  Remaining samples

cohort after QC
Number of tumors 117 111
Histological subtypes
Gastrointestinal stromal tumor (GIST) 57 56
Osteosarcoma (OS) 22 21
Rhabdomyosarcoma (ERMS and ARMS) 27 26
Unclassified sarcoma (US) 2 1
Dedifterentiated liposarcoma (DDLPS) 1 1
Well differentiated liposarcoma (WDLPS) 1 1
Myxoid liposarcoma (MLPS) 1 1
Chondrosarcoma (CS) 1 0
Malignant fibrous histiocytoma (MFH) 2 1
Synovialosarcoma (SS) 1 1
Malignant peripheral nerve sheath tumors (MPNST) 1 1
Leiomyosarcoma (LMS) 1 1
Conservation method
FFPE samples (GIST + OS + RMYS) 104 102
Paired samples (Frozen / FFPE) 13 9

Table 1. Summary of tumors characteristics: number, histological subtypes and conservation method. A total of 111
tumors were included in the analyses, consisting of three major subtypes: gastrointestinal stromal tumor (GIST),
osteosarcoma (OS) and rhabdomyosarcoma (RMS).
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. F1728 F1728 Sorted Ct values of frozen sample #13

miRNA name  F1723 alone (cohort #1) (cohort #2) Automatic threshold -
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Figure 1. Extraction of TLDA raw data from the software. (A) Example of raw Ct values obtained for one GIST sample
extracted with an automatic threshold calculation, alone or as a part of two different cohorts of five samples. (B) Histogram
representing the major variations (V) of the Ct Values observed in the F1728 GIST sample. Values are expressed in
percentage over the total number of expressed miRNA. (C) Distribution curve of the Ct values obtained for the frozen sample
#13, used here as an example; the TLDA was extracted alone, using an automatic threshold. An example of an usual
distribution curve is shown in the insert at the bottom right corner of the figure.
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Figure 2. Quality controls of TLDA raw data
performed on the 104 FFPE samples. (A)
Graphics representing the expression of the
mean, the median and the MammU6 internal
control. Two samples were removed because of a
late MammUG6 expression (highlighted in red) (B)
Heat map based on Pearson’s correlation
coefficients representing the correlation of the all
samples with each other. The same two
inconsistent samples stood out and were removed
from the analysis (highlighted in blue).
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. Frozen Frozen Frozen
Calculations Frozen sample #4 sample #3  sample #5  sample #6
Raw Ct hsa-miR-133a 31,14 Undet Undet Undet
Undetermined Ct for hsg-m1R-133a 31,14 40 40 40
are replaced by an arbitrary value
ACt hsa-miR-133a 2,70 12,06 12,82 14,46
AACt hsa-miR-133a -0,51 8,84 9,60 11,24

Table 2. Management of undetermined Ct values. This example shows the evolution of Ct values during
the AACt procedure, and the effect of changing undetermined Ct values prior to the ACt step. The three
Ct values that were undetermined at the beginning of the procedure end up with three different AACt

values with obviously no biological significance
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Figure 3. Assessment of the nature of the bias using MA plots. (A) Example of a MA plot of two distinct FFPE
samples (F1731 versus F1728). The scatter plot is straight and horizontal, reflecting the absence of any local bias. (B)
Example of a MA plot of a paired frozen and FFPE sample (Leiomyosarcoma, frozen sample #13 versus FFPE
sample #13). The scatter plot follows an oblique line with a slight curvature, reflecting the presence of a local bias.
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Figure 4. Evolution of two performance indicators, according to the size of the training set. (A) Evolution of the purity index.
Overall, the purity index is always better in large cohorts. The median and the Normfinder methods give the best results.

MammU6 obtains the worst results. (B) Evolution of the confusion rate.
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Method & rank 20% panel, ﬁI:St 20% panel, sec?nd 60% panel, ﬁl:St 60% panel, sec?nd
random sampling random sampling random sampling random sampling
geNorm
miR 1 hsa-miR-125a-5p hsa-let-7g hsa-miR-191 MammU6.1
miR 2 hsa-miR-191 hsa-miR-26b hsa-miR-331-3p MammU6.3
miR 3 hsa-miR-331-3p hsa-miR-103 hsa-miR-324-3p hsa-miR-191
miR 4 hsa-miR-422a hsa-miR-331-3p hsa-miR-28-3p hsa-miR-331-3p
Normfinder
miR 1 hsa-miR-191 hsa-miR-331-3p hsa-miR-331-3p hsa-miR-324-3p
miR 2 hsa-miR-28-5p hsa-miR-103 hsa-miR-324-3p hsa-miR-331-3p
miR 3 hsa-miR-125a-5p hsa-miR-324-3p hsa-miR-191 hsa-miR-125a-5p
miR 4 hsa-miR-331-3p hsa-let-7g hsa-miR-342-3p hsa-miR-191

Table 3. Analysis of geNorm and Normfinder results in four distinct training sets. The four most stable miRNA
retrieved with both methods are presented for each training set. This table shows an example of two random
sampling on 2 different sizes of training set. The four most stable miRNA are different, and differently ranked.
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Figure 5 (1 of 2). Results of the local normalization procedures for the 9 fresh tumor samples and the

rhabdomyosarcoma cell line.
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Figure 5 (2 of 2). Results of the local normalization procedures for the 9 fresh tumor samples and the rhabdomyosarcoma cell
line. (A1) Boxplot of raw data paired samples. (B1) Boxplot of data after the quantile normalization. (C1) Boxplot of data
after the LOESS normalization. (A2) MA plot of the raw data of sample #13, used here as an example. (B2) MA plot of
sample #13 after quantile normalization. (C2) MA plot of sample #13 after the LOESS normalization. (A3) Unsupervised
clustering with no local normalization. 8 paired samples are well-classified. (B3) Unsupervised clustering after the quantile
normalization method. 7 paired samples are well-classified. (C3) Unsupervised clustering after the LOESS normalization
method. All paired samples are well-classified.
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2. Validation par comparaison avec les puces microARN

2.1. Présentation de la plateforme de puce a microARN

Afin de réaliser les profils d’expression des microARN dans le cadre de ce
travail de these, nous avons initialement dii faire un choix concernant la plateforme
technologique a utiliser. La plateforme TLDA s’est rapidement imposée a nous, non
seulement parce que nous disposions dun appareil PCRq compatible, mais
également parce que nous étions certains de la faisabilité de la PCRq sur matériel
FFPE, en raison de l'expertise diagnostique de notre équipe dans la détection des

transcrits de fusion présents dans les sarcomes, a partir de matériel FFPE.

Par lintermédiaire du projet Européen CONTICANET, nous avons eu
I'opportunité de monter une collaboration de quelques mois avec I'Erasmus Medical
Center de Rotterdam (Erasmus MC, Pays-Bas), qui possede une plateforme dédiée

aux puces d’expression de type microARN (figure 33).

Figure 33 : présentation de la plateforme de puce présente a I’Erasmus MC.

A gauche, robot utilisé pour la fabrication des puces maisons. A droite, station d’hybridation.
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Cette plateforme repose sur des puces fabriquées en piece blanche dans les
locaux de I'Erasmus MC, sur lesquelles sont déposées des sondes a températures
d’hybridation normalisées, grace a l'inclusion de bases nucléiques de type LNA
développées par la société Exiqon (Danemark). La puce proprement dite contenait
718 sondes de capture déposées en doublons, dont le design était basé sur la version
10 de la miRBase. Par rapport a la technologie TLDA, la technologie de type puce
permet donc en une seule expérience de réaliser les profils d’expression d’'un nombre
beaucoup plus élevé de microARN, mais a l'inconvénient de ne pas pouvoir
distinguer les microARN matures des microARN immatures. Il existe en effet de
nombreux phénomenes de régulation des protéines impliquées dans la maturation
des microARN (Obernosterer et al., 2006), et les données obtenues pourraient donc
ne pas étre exactement représentatives du niveau d’expression des microARN
réellement actifs dans les cellules tumorales.

Apres extraction des ARN totaux, les cibles contenant les microARN sont
marquées par un marquage chimique direct de type ULS, puis hybridées sur la puce

microARN toute une nuit.

2.2. Analyse des résultats des profils d’expression obtenus sur puce

Sur les 13 couples d’échantillons FFPE et congelés sélectionnés pour le
développement de notre méthodologie d’analyse des résultats issus de TLDA, seuls
10 couples d’échantillons ont été utilisables, en raison de problemes techniques
rencontrés lors de I'extraction. Ainsi, 10 couples d’échantillons ont pu bénéficier de
I’établissement des profils d’expression des microARN sur cette plateforme de puce,
parallelement aux profils d’expression obtenus sur plateforme TLDA. Les mémes
solutions d’ARN totaux, extraites dans notre laboratoire, ont pu étre utilisées sur les

deux plateformes.
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Nous avons également ajouté a notre cohorte 19 échantillons tumoraux
provenant de I’'Erasmus MC, et contenant 7 léiomyosarcomes (dont 4 congelés et 3
FFPE), 4 liposarcomes (dont 3 congelés et 1 FFPE), et 8 échantillons de tissus sains

(dont 5 congelés et 3 FFPE).

Les résultats obtenus par hybridation sur puces ont été normalisés par la
méthode des quantiles, d’apres les recommandations des équipes bioinformatiques
de I'Erasmus MC. Quatre groupes ont été constitués, selon la provenance des
échantillons (CLB ou Erasmus MC), et selon le mode de conservation (congelé ou
FFPE). La normalisation par les quantiles a été effectuée en deux passages, au sein de
chaque groupe puis sur la totalité des échantillons. Les modifications apportées par
la normalisation par les quantiles ont été appréciées a l'aide de graphiques de type

boites a moustaches (figure 34).
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Figure 34 : boites a moustaches montrant le suivi des résultats de la normalisation par les quantiles.
En haut, données brutes avant normalisation. Les couleurs représentent les quatre groupes. Les dix
échantillons congelés en provenance du CLB sont représentés en rouge, les dix échantillons FFPE
correspondant sont en vert, les douze échantillons congelés de I'Erasmus MC sont représentés en bleu
foncé, et les sept échantillons FFPE de I'Erasmus MC sont représentés en bleu turquoise. Au milieu,

données normalisées par les quantiles en intra-groupe. En bas, données normalisées par les quantiles

en inter-groupe.
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Deux types d’analyse ont ensuite été réalisées. Dans un premier temps, nous
avons analysé les dix couples d’échantillons congelés et FFPE provenant du Centre
Léon Bérard en clustering non supervisé, pour voir s’il était possible d’apparier les
vingt échantillons deux par deux. Malheureusement, en clustering non supervisé,
deux grands groupes sont formés, correspondant d'un co6té aux échantillons

congelés, et de I’autre aux échantillons fixés (figure 35).
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Figure 35 : clustering hiérarchique non supervisé des dix couples d’échantillons représentant des
sarcomes variés, en provenance du CLB.
Le clustering non supervisé sépare les échantillons en deux groupes distincts, les échantillons congelés

et les échantillons FFPE. Aucun couple d’échantillons n’est apparié.

144



RESULTATS - Partie [

Partant du principe que ces mauvais résultats venaient peut-étre du fait que la
plateforme de puce était inadaptée pour une utilisation avec du matériel FFPE, dans
une deuxieme analyse, nous avons créé une cohorte de 11 échantillons congelés,
composée de 4 échantillons provenant du CLB (2 léiomyosarcomes et 2
liposarcomes), et de 7 échantillons provenant de 1'Erasmus MC (4 léiomyosarcomes
et 3 liposarcomes). Apres normalisation, nous avons essayé de voir si les
léiomyosarcomes et les liposarcomes se regroupaient entre eux en clustering non
supervisé. A notre grande surprise, le clustering non supervisé a séparé les tumeurs
en deux groupes non liés a la nature des échantillons, mais en fonction de leur

origine hospitaliere. De plus, au sein de chaque groupe, les mémes entités ne se

regroupaient pas (figure 36).

Leio.Bas
Lipo.Col
Leio.Elk
Lipo.But
Leio.E
Lipo.X
Leio.d
Leio.C
Leio.F

Figure 36 : clustering hiérarchique non supervisé des 11 échantillons congelés.

Ce clustering non supervisé est uniquement constitué de léiomyosarcomes et d’ostéosarcomes, qui ne

se regroupent pas entre eux.
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2.3. Conclusion

D’apres notre expérience, et bien qu’elle soit limitée a un petit nombre
d’échantillons, la plateforme de puce a ADN ne nous a pas permis d’obtenir des
résultats satisfaisants pour I'établissement des profils d’expression des microARN, en
particulier a partir de matériel FFPE.

Cette plateforme semble beaucoup plus sensible aux variations expérimentales,
puisque lors de l'analyse d’échantillons exclusivement congelés, une séparation
naturelle s’est effectuée lors du clustering non supervisé entre les échantillons en
provenance de Lyon et les échantillons en provenance de Rotterdam.

Les technologies en jeu étant tres différentes, plusieurs autres raisons
pourraient expliquer ces résultats inattendus. Comme nous 1'avons vu lors de la
normalisation des données brutes issues de prélevements FFPE passés en plaques
TLDA, la normalisation par les quantiles n’est peut étre pas non plus adaptée aux
données générées par les puces microARN. En effet, méme si le nombre de cibles
miRNA est beaucoup plus élevé qu’en technologie TLDA, cela reste encore un set de
données de tres petite taille, et la normalisation par les quantiles est peut-étre trop

« agressive ».

La suite de nos travaux portant sur les applications cliniques des profils
d’expression des microARN dans les sarcomes a été intégralement réalisée sur
plateforme TLDA, grace a la méthodologie d’analyse que nous avons développée

précédemment.
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II. PREDICTION D’UNE REPONSE THERAPEUTIQUE GRACE AUX PROFILS
MICROARN

Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliographique, les OS sont des
tumeurs agressives présentant des anomalies génomiques complexes. La complexité
de ces tumeurs et leur grande hétérogénéité font que leur biologie est encore mal
connue, et qu’aucun marqueur universel n’existe pour le développement de
stratégies thérapeutiques ciblées. Avec la chrirugie, la chimiothérapie reste le
principal traitement applicable aux OS.

Depuis les années 1990, la survie médiane n’a pas connu d’améliorations
significatives, malgré la généralisation de nombreux agents chimiothérapiques,
utilisés actuellement en combinaisons (Ferrari and Palmerini, 2007). Cette phase de
plateau s’explique en partie par le fait qu’a peine 30 % des patients peuvent étre
considérés comme de bons répondeurs (Provisor et al., 1997). De nombreux efforts
sont faits pour essayer de mieux comprendre pourquoi certains patients ne
répondent pas ou peu a la chimiothérapie, dans 1'espoir de pouvoir un jour lever
cette principale limitation (Chou and Gorlick, 2006).

Actuellement, hormis la présence de métastases au diagnostic, la réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante est le marqueur pronostique le plus fort (Davis et al.,
1994a). En effet, la survie globale a cinq ans des bons répondeurs est de presque 80
%, alors que celle des mauvais répondeurs n’est que d’environ 60 % (Bacci et al.,
2005). Cependant, la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante ne peut étre
déterminée qu’a la suite de I'acte chirurgical, par une évaluation du pourcentage de
nécrose tumorale. Il serait tres utile de pouvoir prédire la réponse tumorale avant
I'exérese complete, et de pouvoir la monitorer a partir de prélevements
microbiopsiques ou mieux, a partir de marqueurs sanguins. Cette information
permettrait de planifier des marges de résection optimales, et permettrait également

une personnalisation du traitement (Cheon et al., 2009).
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Dans cette optique, nous avons entrepris d’analyser les profils d’expression des
microARN dans 27 OS conventionnels de haut grade, issus de patients traités au
Centre Léon Bérard et a La Timone (Marseille), exclusivement FFPE. Classiquement,
avant inclusion, les prélevements osseux subissent des traitements de décalcification
ayant pour but de ramollir les tissus calcifiés, et de permettre la réalisation de coupes
histologiques indispensables aux médecins anatomopathologistes. Par rapport aux
analyses précédentes (cf. article I, en soumission au journal RNA), nous avons donc
ajouté une difficulté technique supplémentaire qui nous a permis de tester la
robustesse de notre méthodologie d’analyse appliquée a des cohortes hétérogenes,
puisque la décalcification dégrade fortement les acides nucléiques. En parallele, nous
avons également pu analyser 12 tumeurs fraiches issues d’'un modele d’OS de rat
bien caractérisé, les rats étant traités ou non a I'IFO (Dutour et al., 2007), ainsi que 2

lignées tumorales humaines d’OS.

A partir du modele d’OS de rat, nous avons tout d’abord montré que les
tumeurs possédaient des profils d’expression spécifiques par rapport a d’autres
tissus sains (os, poumon et muscle). Une analyse supervisée entre les tumeurs
traitées et les tumeurs non traitées nous a ensuite permis de montrer que les profils
d’expression des OS traités a I'IFO se classaient automatiquement en deux groupes
distincts, corrélés a la bonne ou mauvaise réponse des rats a la chimiothérapie. Sur la
base de la signature des microARN permettant de distinguer les bons des mauvais
répondeurs, les tumeurs non traitées ont été regroupées soit avec les bons
répondeurs, soit avec les mauvais répondeurs, révélant alors tout le potentiel
prédictif de cette signature.

A partir des OS issus de patients traités au Centre Léon Bérard, grace a une
analyse supervisée entre les bons et les mauvais répondeurs, nous avons identifié
une signature d’expression de cinq microARN significativement dérégulés (miR-92a,
miR99b, miR-132, miR-193 et miR-422a), dont trois étaient communs a ceux trouveés

chez le rat (miR-92a, miR99b et miR-193). Cette signature a cinq genes permet de
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séparer avec précision plus de 85 % des tumeurs en fonction de leur réponse a la
chimiothérapie.

L’analyse des deux lignées humaines d’OS nous a permis de démontrer, sur la
base de la signature d’expression précédemment trouvée, que I'une d’entre elle était
sensible a la chimiothérapie, et 'autre résistante. Ainsi, ces deux lignées constituent
de bons modeles pour déchiffrer les mécanismes sous-jacents a la dérégulation des
microARN. Ces lignées pourraient nous permettre de comprendre pourquoi
certaines tumeurs sont chimiorésistantes, avec pour but ultime la levée de cette

résistance par une approche thérapeutique ciblée.

Nous avons donc démontré qu’il était possible de prédire la réponse a la
chimiothérapie des patients porteurs d’OS grace a 1’analyse des niveaux d’expression
de cinq microARN. Cette signature d’expression pourrait étre transférable en routine,
ou elle serait idéalement recherchée a partir de prélevements microbiopsiques ou
sanguins. Elle permettrait alors une meilleure prise en charge clinique des patients,

sur le plan chirurgical comme thérapeutique.

Document a suivre :

Article II : micro-RNA profiles in osteosarcoma as a predictive tool for ifosfamide

response.
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Micro-RNA profiles in osteosarcoma as a predictive tool for
ifosfamide response

Angélique Gougelet!, Daniel Pissaloux?, Anthony Besse?, Jennifer Perez'>, Adeline Duc'?, Aurélie Dutour',
Jean-Yves Blay*>* and Laurent Alberti'-?

*Unité INSERM Usgo équipe Cytokines et Cancer, Centre Léon Bérard, 69373 Lyon cedex 08, France
?Service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques, Centre Léon Bérard, 69373 Lyon cedex 08, France
3 Conticanet (FP6-06188)

4EORTC, Brussels, Belgium

Micro-RNAs (miRNA) are currently used as cancer biomarkers for hematological cancers and solid tumors. Osteosarcoma

is the first primary malignant bone tumor, characterized by a complex genetic and resistance to conventional treatments.

For this latter property, the median survival has not been improved since 1990 despite preoperative administration of
chemotherapeutic agents. The prediction of tumor response before chemotherapy treatment would constitute a major
progress for this pathology. We assessed in this study if miRNA profiling could surpass the current limitations for
osteosarcoma diagnosis. We measured the miRNA expression in different osteosarcoma samples: (/) 27 osteosarcoma
paraffin-embedded tumors from patients, (i) human osteosarcoma cell lines, and (iii) tumors from a syngeneic rat
osteosarcoma model, recapitulating human osteosarcoma. miRNA profiles were determined using microfluidic cards
performing high-throughput TagMan®-based PCR assays, called TagMan® Low Density Arrays. Osteosarcoma of rat and human
origins showed a miRNA signature, which could discriminate good from bad responders. In particular, we identified five
discriminating miRNAs (miR-92a, miR-99b, miR-132, miR-193a-5p and miR-422a) in patient tumors, which could be easily
transferable to diagnosis. These discriminating miRNAs, as well as those identified in rat, targeted the TGFp, the Wnt and the
MAP kinase pathways. These results indicate that our platform constitutes a potent diagnostic tool to predict tumor
sensitivity to a drug in attempt to better adapt treatment to tumor biological specificities and also to identify new potential

therapeutic strategies.

Micro-RNAs (miRNAs) are 22 nucleotide non-coding small
RNA molecules, involved in the regulation of growth, devel-
opment and differentiation." According to the miRBase

Key words: osteosarcoma, miRNA profiling, diagnosis, chemotherapy,
targeted therapy

Abbreviations: Ct: threshold cycle; FFPE: formalin-fixed paraffin
embedded; ifos: ifosfamide; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes; mus: muscle; NT: non treated; PCA: principal component
analysis; RQ: relative quantity; RT-qPCR: real-time quantitative PCR;
TLDA: TagMan Low Density Array; Tum: tumor; Tum ori: original
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Sequence Database release 15, 940 miRNA sequences have
been identified to date in Homo sapiens and 326 in Rattus
norvegicus. miRNAs are synthesized from intronic regions,
processed by specific complexes of proteins containing
Drosha and Dicer and integrated in RISC complex following
maturation.”® Their matching with complementary sequences
in messenger RNA (mRNA) results in translation inhibition
and accelerated mRNA degradation. miRNAs could also act
through a mechanism based on chromatin silencing.*

miRNA expression levels are characteristic for one tissue
to regulate tissue-specific target genes during development.’
Recent studies have suggested miRNA implication in skeletal
tissue development, that is, miR-29 for osteoblast phenotype
attainment® or miR-223 for osteoclast differentiation.” miR-
NAs also regulate oncogenesis, being both oncogene and
tumor suppressor.® Their expression is thus modified in vari-
ous cancers as compared to normal tissues,”'’ resulting in a
tumor miRNA signature, which could be useful for their
classification in line with their tissue origin and molecular
alterations™"'? and their diagnosis.'""?

This study focused on miRNA expression in osteosar-
coma, the most frequent primary malignant bone tumor,
whose major localizations arise in the femur or the tibia.
High grade tumors are highly metastatic, particularly in lung
sites, when adjuvant chemotherapy is not administered."*
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Since 1990, the median survival has not been further
improved through preoperative administration of chemother-
apeutic agents (doxorubicin, cyclophosphamide, cisplatin or
methotrexate), currently used in combination.'”” Unfortu-
nately, many cases of resistance or relapse occur after treat-
ment, and only few therapeutic options are possible and gen-
erally noncurative.'® The discovery of new targets involved in
osteosarcoma tumorigenesis could hence be of great benefit
to offer targeted therapies. miRNAs are also promising diag-
nosis biomarkers with their tissue specificities and since they
are detected in cancer patient sera.'”'® A non-invasive diag-
nostic tool based on miRNAs may be useful to adapt chemo-
therapy protocols to tumor biological specificities.

Here, we studied miRNA expression in different osteosar-
coma samples: (i) tumors from a syngeneic rat osteosarcoma
model, recapitulating human osteosarcoma, (ii) osteosarcoma
tumors from patients, and (iii)) human osteosarcoma cell lines
derived from patient tumors. miRNA profiles were deter-
mined using microfluidic cards performing high-throughput
TagMan®-based PCR assays, called TagMan® Low Density
Arrays (TLDA). Interestingly, a miRNA signature was identi-
fied in osteosarcoma of rat and human origins; this profile
was diagnostic and predictive of tumor response to treat-
ment. These results indicate that miRNA profiling could con-
stitute a potent diagnostic tool to predict tumor sensitivity to
a drug in attempt to better adapt treatment to tumor biologi-
cal specificities and finally to improve the patient initial care.

Experimental Procedures

Rat osteosarcoma model

Procedures for animal care were performed according to
institutional and national guidelines. Animals were anesthe-
tized throughout all surgical and imaging procedures with
isoflurane/oxygen (2.5%/2.5%, v/v) (Minerve, Esternay,
France). The transplantable orthotopic and metastatic rat os-
teosarcoma model has been previously described.'”*® This
model mimics its human counterpart in terms of aggressive-
ness, metastatic spreading and chemoresistance pheno-
type.?>?! All the tumors obtained were classified as osteoblas-
tic following histological analyses. Briefly, small tumor
fragments (100 mm’) taken from a hyperproliferative osteo-
genic tumor area (Tum ori), were grafted on 3-weeks old
immunocompetents Sprague-Dawley rats (Charles River Lab-
oratories, Wilmington, MA). Using a lateral approach, a tu-
mor fragment was placed contiguous to tibial diaphysis after
periostal abrasion; then, the cutaneous and muscular wounds
were sutured. Fourteen days after tumor transplantation,
animals underwent a first "*FFDG PET Scan and were
randomly assigned to a control group treated with saline
solution or a treated group exposed to a subcutaneous dose of
10 mg/kg ifosfamide (ifos, Baxter, Deerfield, IL), 7 days apart
(at days 15 and 22 after tumor transplantation). A second
"FFDG PET Scan was performed 7 days after the second
ifos administration. Animals were sacrificed 1 week after the
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end of the treatment. Tumor and normal tissue fragments
(muscle, bone and lung) were collected for RNA extractions.
A second (S2) and third (S3) series of untreated tumors were
independently obtained

Human osteosarcoma tumors

Twenty-seven patients treated for high grade conventional
osteosarcoma in the Centre Léon Bérard or the La Timone
hospital were included in this study. Histological diagnosis
was made on biopsies before treatment for all patients.
Informed consent was obtained from all patients. All tumors
were formalin-fixed paraffin-embedded tumors (FFPE).

Osteosarcoma cell lines

Two human osteosarcoma cell lines were obtained from
ATCC (Manassas, VA): MNNG/HOS CI #5 [R-1059-D] (ref-
erence CRL-15-47) and Saos-2 (HTB-85). Cells were grown
in DMEM (Gibco, Carlsbad, CA), supplemented with 10%
decomplemented fetal calf serum (Lonza, Basel, Switzerland),
10 mL penicillin streptomycin (10 U/mL/10 pg/mL, Gibco,
Carlsbad, CA) and 5 mL L-glutamin (200 mM; Gibco) at
37°C humidified atmosphere containing 5% CO,. Cells were
exposed to 50 uM ifosfamide (ifos) (Baxter) for 24 hr.

RNA extraction and quantitative real-time PCR

Tissue and tumor fragments were cryo-ground. Total RNA
was extracted from tissue powders and cell pellets using a
single phenol/chloroform extraction protocol with TRIzol®,
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Five hundred nanograms of total RNA were
subjected to the microfluidic PCR technology performed by
Applied Biosystems (Foster City, CA). In brief, RNA was
reversed transcribed, using multiplexed specific looped
miRNA primers from the TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription kit. The second step consists in a real-time
quantitative PCR (RT-qPCR) on TLDA: RT products are
introduced through micro-channels into miniature wells that
are preloaded with deshydrated specific primers and probes.
Recently, Applied released the second version of TLDA,
which consists of two cards A and B. Rodent card A allows
the analysis of 226 rat-specific miRNAs, while card B analy-
ses 77 miRNAs. For human, analyses were performed for 377
miRNAs on card A and 290 on card B, respectively.

PCR data normalization

For each miRNA, the threshold cycle (Ct) was calculated by
the ABI 7900 Sequence Detection System software (plate by
plate manual Ct analysis with a threshold at 0.25 and auto-
matic baseline). All further data manipulations were done
using R scripts. A cut-off of 32 was applied to discard the
late Ct values. Around 60% of miRNAs passed the filtering
criteria and were used for further analysis. For each TLDA,
quality controls were performed on the raw data by checking
internal controls and using box plot and scatter plot dia-
grams. Samples with any kind of problems were discarded so
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they would not introduce bias during the following normal-
ization procedures. We tested different methods of normal-
ization since the recommended “pseudo” normalization fac-
tor mammUG6 plotted in each card was not stably expressed
in our different samples. Normalization with the two most
stable miRNAs identified by GeNorm, miR-744 and miR-
335-5p, was not optimal too. Finally, a global normalization
by the median was chosen for its reliability over experiments.
Tissues included in a given analysis were treated altogether,
the normalization procedure being applied separately for the
two types of card, A and B. Distribution of normalized data
was checked with box plots and correlation plots. The follow-
ing formula was used to correct Ct values of every card:

[Normalized Ct] = Ct
X [mean of medians]/[median of the card]

Through this approach, the new median value shared by
all samples can be considered as a sort of perfect “virtual
housekeeping gene.” Therefore the standard AACt method
can be used to determine the relative quantities (RQ) as
follows:

ACt = [Normalized Ct] — [New shared median]

For the AACt calculation, it was more relevant for the
statistical analyses to use the mean of all ACt obtained across
samples for each miRNA, instead of using the ACt of a refer-
ence sample:

AACt = ACt
— [Mean of ACt across samples for each miRNA]

RQ = 2" — (AACY)

miRNA target predictions

We compiled 4 databases to determine miRNA targets: Tar-
getScan 5.1, MiRanda, PICTAR and the miRbase databases.
These databases search the presence of conserved 8 mer and
7 mer sites on the 3’UTR parts of messenger RNA that match
the seed region of each miRNA. It also predicts the efficacy of
targeting for each matching site. We created our own data-
base, which regrouped each miRNA with the geneID of all
their protein targets, for rat and human. We only conserved
couples miRNA/genelD present in two databases at least.

miRNA-regulated cell signaling pathways predictions

We used the “G-language microarray” web application,
which allows the mapping of molecular dataset onto “Kyoto
Enclycopedia of Genes and Genomes” (KEGG) pathway
maps.”> We first input miRNA-targeted proteins of interest
and the sum of RQ values for all miRNAs that regulate these
proteins, contained between 1 and 50; the software then gen-
erates KEGG data to create FLASH graphics of cell signaling
pathways in which proteins are involved. The color intensity
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of a highlighted protein varies with the strength of its regula-
tion by miRNAs.

Proliferation assay

Cells were plated in 96 well plates at 5,000 cells/well and
exposed to 50 UM ifosfamide or not (NT). Cell growth was
measured 24, 48 and 72 hr later with 20 pL Cell Titer Glo®
luminescent reagent (Promega, Madison, WI) for 10 min.
Luminescence was recorded using a Microbeta reader
(PerkinElmer, Fremont, CA).

Statistical analysis

Normalized RQ data were directly input into the TIBCO
Spotfire® DecisionSite for Functional Genomics analysis soft-
ware. We performed unsupervised hierarchical clustering to
classify samples by groups. The selection of miRNAs useful to
predict tumor response to treatment was statistically realized
using ANOVA tests with p-values of 0.03 at least. Results
were verified through supervised hierarchical clustering.

Data from miRNA lists of interest were then used as vari-
ables in a two dimensional principal component analysis
(PCA) performed with R 2.9.0 package to demonstrate their
capabilities to distinguish between sensitive and resistant
tumors. PCA supplies a simplified two-dimensional picture
to our multivariate dataset of miRNA RQ values. By mathe-
matical combination of values according to their strength,
two principal components are created that represent as much
as possible the variability of the data. Thus, tumors possesses
two new coordinates in a two-dimensional space. According
to their localization in this space, tumors form groups and
can be predicted sensitive or resistant.

Results
miRNA signature of osteosarcoma tumors in rat model
miRNA expression profiles were performed on a series of 34
samples [of tumor (Tum), lung, muscle (mus) and bone ori-
gins] collected from an orthotopic osteosarcoma rat model,
randomly treated or not with 10 mg/kg ifosfamide.'”*® As
mentioned previously, this model closely mimics its human
counterpart, regarding aggressiveness, chemoresistance and
the onset of lung metastases. Tumors as normal tissue frag-
ments collected at the end of the treatment were submitted
to RNA extraction and analyzed using the TLDA plateform,
using two 384-microfluidic cards A and B designed to mea-
sure miRNA levels. We did not used card B plotted with
recently discovered and poorly described miRNAs, since only
one miRNA plotted on this card was significantly modulated
by treatment in our preliminary experiments (data not
shown). About 230 miRNAs among the 381 represented in
the card A (60%) met the filtering criteria. Ct values of each
miRNA were normalized to median Ct of all miRNAs plotted
on all cards, the best normalization method as described by
D. Pissaloux in our laboratory (in press).

A three-dimensional scatter plot analysis showed that
three different samples of one tissue, of tumoral or normal
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Figure 1. Heat map clustering of miRNA expression in osteosarcoma tumors (12 samples) as compared to bone (8), lung (5) and muscle
(9). Each row represents the relative levels of expression for each miRNA and each column shows the expression levels for each sample.
The red or green color indicates relatively high or low expression, respectively, while grey squares indicate absent data points. The four

main groups of the dendogram are gathered by tissue: a: tumor; b: bone; ¢: lung; d: muscle.

origin, expressed similar miRNA patterns (Supporting
Information Fig. Sla). In addition, an unsupervised clustering
based on Spearman’s correlation revealed that all samples
from one tissue clustered together (Supporting Information
Fig. S1b). Finally, an unsupervised hierarchical clustering
based on euclidian distance confirmed that all tissues were
grouped according to their origins (Fig. 1). Osteosarcoma
tumors presented a miRNA signature distinct from those of
muscle and lung and also from those of bones. These profiles
were highly conserved since other samples from independent
experiments perfectly clustered with the previous ones (noted
S2 for series 2 in Fig. 1).

Tumor miRNA profiles were correlated to their response to
ifosfamide treatment

Thereafter, we focused on miRNA profiles of the tumor
samples obtained at the end of treatment. We performed a
supervised hierarchical clustering following an ANOVA (p
< 0.03) between two groups, treated or not with ifos. Rat

Int. ). Cancer: 129, 680-690 (2011) © 2010 UICC

treatment was detailed in Supporting Information Table
S1. The clustering highlighted that tumors clustered in
three groups: (i) a group with tumors 2, 5, 7 and 8, (ii) a
group containing Tum 3, 9 and 10, and (iii) a group com-
posed of Tum 1 and 6 (Fig. 2a). This subsequent clustering
was found in perfect correlation with the response
observed in vivo during the experiment: untreated tumors
were tumors 3, 9 and 10; tumors 1 and 6 were treated and
sensitive to treatment (tumor volume <50% volume of
control group, necrotic and hypoxic according '*FFDG
PET Scan and immunohistochemistry analyses), while Tum
2, 5, 7 and 8 were resistant tumors (Supporting Informa-
tion Table S1). Then, we performed a similar supervised
hierarchical clustering (p < 0.03) with normal tissues and
observed that muscle as well as bone samples were ran-
domly distributed, regardless of treatment (Fig. 2b). There-
fore, tumor miRNA profiles were associated to response to
treatment and not a bias related to the exposure of the ani-
mal to ifosfamide.
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Figure 2. miRNA expression profiles of osteosarcoma tumors were consistent with their response to treatment. This hierarchical clustering
only conserved miRNA differently expressed in tumors according to their response to treatment (untreated, good response, no/low
response) following an ANOVA (p < 0.03). a: The three main groups of the dendogram are gathered by conditions of treatment: 1: tumors
resistant to ifosfamide, 2: untreated tumors, 3: tumors sensitive to ifosfamide. b: muscle and bone profiles. Samples from ifosfamide

treated animals were indicated in bold red.

The predictions by miRNA profiling were consistent with
tumor response in vivo

Since the TLDA platform was reliable for the identification
of tumor miRNA profiles correlated to response to treatment,
we investigated whether this technology allowed us to predict
the hypothetical response of untreated tumors to ifosfamide.
To this aim, we compiled relative quantity values for miR-
NAs allowing us to discriminate sensitive and resistant
tumors in Figure 2. We stastically selected a panel of 10 miR-
NAs shared by rat and human and stably expressed in all the
tumors in the three experiments. Then, we performed a sta-
tistical analysis based on Principal Component Analysis,
which studies the variability between a set of variables. In
brief, this mathematical procedure assigned for each contrib-
utory miRNA in treated tumors a new coordinate system,
composed of two coordinates in our case (Fig. 3a). We could
notice that all miRNAs presented a negative contributory fac-
tor according to their vector representation in left quadrant
in Figure 3a. This corroborated the previous observation in
Figure 2 that discriminating miRNAs were overexpressed in
sensitive tumors. In addition, these selected miRNAs were
representative of tumor response since their variance in
the new 2D-system represented more than 97% variance of
initial values (component 1 + component 2). Finally, some

Int. J. Cancer: 129, 680-690 (2011) © 2010 UICC

miRNAs were particularly involved in tumor response, that
is, miR-142-3p, miR-30c, miR-19b and miR-93, since their
graphic representation showed a longer vector and a larger
angle with the axis “component 1” (Fig. 3a). After this analy-
sis, we adjusted RQ values of each miRNA among the 10
selected for each untreated tumors by the new coefficients
obtained previously. Thus, two new coordinates were
assigned to each untreated tumor following the sum up of all
miRNAs. The couples of coordinates were useful to realize a
2D PCA diagram in attempt to predict tumor response to
treatment (Fig. 3b). These computations suggested that tumor
3 may respond to ifosfamide, since it appeared in left win-
dow near Tum 1 and 6, while tumor 9 might be resistant.
These predictions were consistent with the miRNA profiles
obtained in Figure 24: Tum 9 clustered with refractory
tumors 2, 5, 7 and 8 in the dendogram, while Tum 3 clus-
tered with Tum 1 and 6. Tumor 10 appeared in left panel in
Figure 3b. Although its position was in favor of a good
response, it appeared quite far from axis “component 2”.
In the next steps, we considered this type of tumor as unde-
termined on the basis of statistical analysis and by cross-
checking with the clustering.

Altogether, these different analyses showed the reliability
and the reproducibility of this technology resulting in relevant
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Figure 3. Predictive response of untreated tumors were consistent with hierarchical clustering. a: Principal component analysis diagram of

the 10 miRNAs, which signed tumor response to treatment and were stably expressed in all tumor samples. The arrow represents the

contribution of each miRNA expression level to tumor response as described in Material and Methods. b: PCA of untreated tumors as a

tool to determine the potential tumor response to treatment. RQ values of the ten selected miRNAs for each tumor were corrected by the

coefficients determined in A, as described in Material and Methods. Tumors and cells represented in left panel, (@) and (M), respectively,

were predicted sensitive to treatment, while those in right panel were considered as resistant, (O) and ([J). Tumors with very low value for

component 2 were considered undetermined (A).

biological miRNA profiles. miRNA profiling could constitute a
tool of choice to predict tumor susceptibility to treatment. In
particular, these data strongly supported that tumor miRNA
profiles were correlated to tumor response, even if these
tumors presented a similar genetic background and were
injected in syngeneic rats.

miRNA signature in patient ostesarcoma tumors

Thereafter, we performed a similar analysis with 27 osteosar-
coma FFPE tumors obtained from patients. As previously
suggested by Liu et al., FFPE tissues are suitable for miRNA
expression analysis.”> We performed a supervised hierarchical
clustering with a p value < 0.07 with good responders versus
poor responders. As previously for rat model, we only used
the TLDA card A for human analysis. Five miRNAs discrimi-
nated good responders from bad ones: miR-92a, miR-99b,
miR-193a-5p and miR-422a were overexpressed in good res-
ponders contrary to miR-132, which was reduced (Fig. 4 and
Supporting Information Fig. S3). Interestingly, three of them
(miR-193, miR-99b and miR-92a) were also deregulated in
the rat model according to tumor sensitivity to ifosfamide.
On the basis of these five miRNAs, we realized a similar
PCA analysis than previously, which successfully classed the
good responders in a distinct group from the poor respond-
ers (Fig. 5). The selected miRNAs were representative of tu-
mor response since their variance represented 80% inertia
(component 1 + component 2). Three tumors were consid-
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ered as undetermined as previously mentioned for the in vivo
model (Fig. 3b).

Relationship between miRNA profiles of human
osteosarcoma cell lines and cell response to ifosfamide
Finally, we investigated if miRNA signature identified in
human osteosarcoma tumors was also representative of
two human osteosarcoma cell lines, Saos-2 and CRL-15-47
(15-47), which could constitute an interesting in vitro model.
We first tested the response of these cells to ifosfamide by a
proliferation assay based on ATP measurement. As shown in
Figure 6a, 15—47 cells are resistant to 50 uM ifosfamide,
while Saos-2 growth only decreased after 72 hr treatment.
Thus, these two cell lines could mimic the different response
observed in vivo (Supporting Information Table SI). We
investigated if these two cell lines presented different miRNA
profiles when they were exposed to 50 puM ifosfamide or
untreated. We chose an exposure of 24 hr, since apoptosis
program might be engaged at this time in sensitive Saos-2
cells but no mortality was observed, to obtain enough cells
for RNA extraction.

Saos-2 and 15-47 cells effectively expressed different
miRNA patterns at the basal level and after exposure to ifos-
famide (Fig. 6b). 80% filtered miRNAs were over-expressed
in the sensitive Saos-2 cells, as it was observed for sensitive
tumors in Figure 2a. A supervised hierarchical clustering
with a p-value < 0.03 highlighted 61 miRNAs significantly
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Figure 4. miRNA expression profiles of osteosarcoma tumors from patients were consistent with their response to treatment. This
supervised hierarchical clustering only conserved miRNA differently expressed in tumors according to their response to treatment (good
response, no/low response) following an ANOVA (p < 0.07). The table summarizes the characteristics of tumors obtained from patients:
mean age, sex, response, histological subtypes and type of neoadjuvant chemotherapy administered.

and differently expressed between the two cell lines. Of great
interest, we could notice that miR-99b, miR-132 and miR-
193a-5p identified in human tumors, were also significantly
deregulated in these cells according to their response to
ifosfamide. A panel of six miRNAs identified as essential for
tumor response in rat (miR-15b, miR-29¢, miR-24, miR-93,
miR-19b and miR-30c) were also significantly affected by
treatment of these cell models (Fig. 3a). The PCA analysis
indicated that Saos-2 cells were predicted as sensitive to ifos-
famide, contrary to 15—47 cells (Fig. 3b), in agreement with
the results obtained in the proliferation assay in Fig. 6b.

In conclusion, these two cell lines could constitute a
promising model, mimicking osteosarcoma tumors from
patients, to decipher the importance of the miRNAs identi-
fied as discriminating for drug response.

miRNA targets were involved in tumor cell cycle, invasion,
osteosarcoma tumorigenesis and bone physiology
Thereafter, we searched through an in silico approach the
predicted targets of the five miRNAs shown as differently
expressed in tumors according to their response to ifosfamide
(Fig. 4). We created a database, as described in Material and

Int. J. Cancer: 129, 680-690 (2011) © 2010 UICC

Methods, which predicted 1,349 potential targets for these
miRNAs. Since selected miRNAs were, in most cases,
increased in good responders, their protein targets might be
decreased. It was thus not surprising that these miRNAs
mainly target regulators of cell proliferation like the MAP
kinase pathway, of invasion (ADAM, MMP) and of bone
resorption (SMAD, BMP, NFIB).

Then, we concatenated RQ values for each miRNA with
the genelD of their protein targets and inserted these data in
the G-language micro-array web application. This application
connects miRNA targets according to their involvement in
similar KEGG pathways. Supporting Information Figure S2
showed that two essential pathways were inhibited by the dis-
criminating miRNAs: (i) the TGFP pathway, stimulating
bone and tumor cell proliferation,” and associating with
higher osteosarcoma grade®; (ii) the Wnt pathway, shown to
control osteoblast and osteoclast differentiation®® and osteo-
sarcoma invasiveness.”” These two pathways were similarly
targeted by the discriminating miRNA identified in osteosar-
coma tumors (Supporting Information Fig. S2 left panel) as
well as in rat model in response to ifosfamide (Supporting
Information Fig. S2 right panel). In consequence, it showed
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considered undetermined (A).

that even if the miRNA profiles were not fully similar in our
three models, the signaling pathways they targeted were iden-
tical. In future, these few miRNAs could constitute bio-
markers of choice for osteosarcoma diagnosis; some of them,
or the proteins they repress, could also constitute promising
therapeutic targets as an alternative for chemotherapeutic

treatment.

Discussion

miRNA signatures are observed for many types of cancers,
that is, sarcoma,'” breast and prostate cancers.""*® These sig-
natures constitute potent diagnosis and prognosis tools for
chronic lymphocytic leukaemia,"> colon adenocarcinoma® or

Int. J. Cancer: 129, 680-690 (2011) © 2010 UICC

lung cancers.”® It was the first study showing that osteosar-
coma also expressed miRNA patterns, which allow us to dis-
criminate tumor response to chemotherapeutic agents (Fig. 4)
and to predict it with our algorithms (Fig. 5). This miRNA
signature was observed in osteosarcoma from patients (Fig. 4)
but also in the two models that we possess, the rat osteosar-
coma model (Fig. 2) and the osteosarcoma cell lines (Fig. 6).
Tumor miRNA profiles could constitute a potent predic-
tive tool since supervised hierarchical clustering was perfectly
correlated to tumor response predictions calculated by a PCA
for human osteosarcoma tumors (Fig. 5) as well as rat osteo-
sarcoma model (Fig. 3). Thus, it seems that miRNA profiling
could surpass the current limitations for osteosarcoma
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Figure 6. Relationship between osteosarcoma cell response to
ifosfamide and their miRNA profiles. Saos-2 and 15-47
osteosarcoma cells were exposed to 50 puM ifosfamide (ifos) or not
(NT). A: Cell growth was measured by the Cell Titer GloLuminescent
assay as described in materials and methods 24, 48 and 72 hr after
drug exposure. Results were represented as the mean of relative
proliferation normalized to time O of two independent experiments
realized in duplicate. B: hierarchical clustering of miRNA profiles in
osteosarcoma cells from cards A and B. This clustering was realized
after an ANOVA (resistant, sensitive) (p < 0.03).

diagnosis since molecular abnormality detection appeared not
fully adapted for this pathology. Indeed, osteosarcoma is
characterized by complex chromosomal abnormalities in 70%
of cases instead of specific chromosomal translocation or mo-
lecular defects, as it is observed for other sarcomas.’® In fact,
osteosarcoma is the consequence of various sequential events
leading to a complex karyotype® and tumors with a similar
genetic background could differently respond to treatment.
We confirmed this concept through CGH array performed

Int. J. Cancer: 129, 680-690 (2011) © 2010 UICC
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with the rat tumors previously used for miRNA profiling.
The majority of chromosomal aberrations observed in CGH
array was common to untreated tumors and treated tumors,
regardless of their response to treatment (data not shown).
No miRNA were found in these regions, suggesting that the
different miRNA profiles were closely linked to tumor
response to treatment and not due to upstream chromosomal
rearrangements.

miRNA signatures differed for all models but some miR-
NAs were common: miR-132, miR-99b and miR-193 for rat
and human osteosarcoma, miR-132, miR-92a and miR-99b
for osteosarcoma cell lines and patient tumors (Figs. 3a
and 4). Interestingly, miR-92a belongs to miR-17-92 cluster
which signs pancreas, stomach, prostate and colon can-
cers.'”?®* For our interest, this anti-angiogenic factor seems
to be upregulated in activated osteoblasts’**’; miR-132
is implicated in osteoarthritis and rheumatoid arthritis.”®
miR-193 is poorly described but might be involved in caspase
activation.”” Of great interest, circulating miR-92a and miR-
99b could be detected in the serum of ovarian cancer
patient'® and colon cancer patient for miR-92a.*® In fact, a
non-invasive diagnosis tool based on miRNA profiling from
patient serum could be a major advance for osteosarcoma,
requiring a biopsy for its diagnosis, which could result in a
secondary amputation. These past 2 years, numbers of studies
identified circulating miRNAs as potential clinical biomarkers
for ovarian cancer'® or breast cancer patients®” as compared
to healthy donors. We have recently succeeded in the detec-
tion of let-7a and miR-142 in the serum of sarcoma patients
with the TagMan® technology.

In addition, even if miRNA profiles were not fully similar
between all models, we showed that all miRNA signatures
potentially targeted the same signaling pathways, in particular
the calcium signaling, the MAP kinase, the TGFB and the
Wnt pathways (Supporting Information Fig. S2). Of great in-
terest, these pathways regulate bone resorption and osteogen-
esis*” and are deregulated in chemotherapy resistant pediatric
osteosarcoma.”' Besides a clinical trial has been opened in
Korea to test if the level of blood TGFP could predict osteo-
sarcoma response to chemotherapy. On the basis of our data,
we could envisage a therapy targeting the MAP kinase, the
TGFP and the Wnt pathways for which some specific inhibi-
tors are currently tested in clinical trials: the MAP Kinase
Kinase MEK inhibitors AKD6244 or GSK20212, the anti-
TGFp GC1008, or the anti-Dkkl BHQ880.

Interestingly, the KEGG pathway analysis we performed
with the miRNAs discriminating poor and good responders
showed that various pathways implicated in immune
response were altered, especially the Fc vy mediated phagocy-
tosis and the natural killer mediated cytotoxicity. This was in
accordance with the SSH analysis published by S. Salas with
the same osteosarcoma tumors, suggesting that IFITM2,
IFITM3, HLA-DRA, HLA-DQAI1, HLA-DQBI and LY6E
were differentially expressed in poor responder tumors.*?
This could explain that the response of fragments collected
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from the same tumor varied in the rat model (Supporting In-
formation Table S1). Indeed, all tumors in our study were
grafted from the same initial osteogenic tumor, called “Tum
ori.” As shown in Figure 1, Tum ori clustered with the sensi-
tive tumors, while tumors derived from this latter could be
sensitive or resistant. This was not due to different genetic
aberrations, since CGH arrays were very similar for all
tumors. The first experiments we performed consisting to
graft tumor fragments in the bone cavity revealed that
miRNA profile was not altered in this intraosteal model as
compared to the paraosteal model. This excludes that tumor
response depends on the site of tumor implantation.
Although we could not rule out that the different zones of a
tumor could be more or less osteogenic and aggressive, we
could hypothesize that tumor environment (microvessel den-
sity or immune cell infiltration) was a major determinant of
tumor sensitivity to treatment. This was corroborated by a
number of recent studies exploring the impact of immune
cells on osteosarcoma progression, that is, natural killers,*’
tumor-infiltrating lymphocytes** or killer dendritic cells*’
and also by the use of immunotherapy for osteosarcoma
treatment.*

To resume, our study highlighted promising therapeutic
targets, a panel of miRNAs whose expression level might
determine osteosarcoma susceptibility to treatment but also
the proteins they target. In future, we would like to confirm
the implication of these miRNAs in treatment response in
vitro through the use of miRNA mimics or inversely of
Locked Nucleic Acid against these miRNAs. As mentioned in
this study, we possess an interesting in vitro osteosarcoma
model on which we could test the miRNA functionality in
the presence of different drugs. The identification of a panel
of miRNAs specifically involved in the response to one drug
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To conclude, we possess a reliable TLDA platform for
osteosarcoma diagnosis. This platform is practical and easily
transferable to another laboratory. This technology was
highly reproducible since analyses with RNA samples
obtained in an independent manner perfectly clustered alto-
gether (Fig. 1). This analysis revealed a distributional similar-
ity (Supporting Information Fig. Sla) and a strong correla-
tion between two samples from a similar origin (Supporting
Information Fig. S1b). It generates relevant biological data
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with our algorithms (Figs. 3 and 5) for the rat model and the
patient osteosarcoma tumors. We also showed the reliability
of miRNA measurement by TLDA on FFPE samples, as it
was previously shown by Daniel Pissaloux in our laboratory
(in press) and others.?>*”*® Even if these data might be con-
firmed with others samples to obtain a bigger cohort of
patient tumors, we envisage to realize a prospective study
with patient tumors. The great advantage of this platform is
its need for a low level of total RNA (500 ng), which is
highly required for osteosarcoma diagnosis from micro-
biopsies of very small volumes. This allows us detecting
circulating miRNAs in patient serum.

Altogether, these promising results open up the way to a
new diagnosis tool, which could decrease the intensity of pre-
operative chemotherapy cures and thus improve patient
survival.
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IIT. APPORTS DES PROFILS MICROARN A LA CLASSIFICATION DES
RHABDOMYOSARCOMES

1. Difficultés liées a la détection des transcrits rares : essai de développement
d’une technologie de puce a ADNc

Les RMS peuvent étre classés en deux groupes majoritaires de pronostics tres
différents, les ARMS et les ERMS. Les ARMS, de pronostic plus défavorable, sont
caractérisés par la présence de transcrits de fusion induisant la production de
protéines chimériques. A ce jour, 5 transcrits de fusion différents impliquant des
partenaires variés ont été décrits, mais en laboratoire, seuls les deux réarrangements
les plus courants sont recherchés en routine par les techniques classiques de biologie
moléculaire : les transcrits de fusion PAX3-FOXO1 et PAX7-FOXO1 par technique
PCRgq, et les réarrangements du gene FOXO1 par technique FISH. Les limitations
propres a ces deux techniques font que les transcrits de type PAX3-FOXO4, PAX3-
NCOA1 et PAX3-NCOAZ2 ne sont pas détectées. On peut alors penser qu’a I'’heure
actuelle, une partie des ARMS de diagnostic anatomopathologique difficile, pour
lesquels il n’est pas retrouvé de transcrits de fusion de type PAX3-FOXO1 et PAX7-
FOXO1, ou de réarrangement du gene FOXOI, sont finalement classés dans le
groupe des ERMS, alors qu’il pourrait en fait s’agir d’ARMS a transcrits de fusion

rares qui nécessiteraient une prise en charge thérapeutique plus lourde.

Avant d’aborder la problématique du diagnostic différentiel entre ARMS et
ERMS par le biais des profils d’expression des microARN, nous avons essayé de
développer un autre outil diagnostic qui nous permettrait de détecter la totalité des
transcrits de fusion des ARMS. Cet outil était basé sur la fabrication d'une puce a
ADN maison contenant des sondes correspondant aux séquences de quatre des

transcrits de fusion décrits pour les ARMS: PAX3-FOXO1, PAX7-FOXO1, PAX3-

161



RESULTATS - Partie III

FOXO4 et PAX3-NCOA1. Sur cette puce a ADN seraient hybridés les produits
d’amplification d’une RT-PCR ancrée et multiplexe. Le principal avantage de cette
technologie était sa capacité a détecter 1'intégralité des séquences déposées sur la
puce en une seule expérience. Cela lui permet donc d’étre particulierement économe
en quantité de matériel biologique de départ. En raison de cette caractéristique, le
nombre de séquences correspondant aux transcrits de fusion déposés sur la puce a
été étendu pour permettre la détection de I'ensemble des transcrits de fusion des
sarcomes pédiatriques a petites cellules, a savoir les rhabdomyosarcomes, les
synovialosarcomes et les tumeurs d’Ewing. Ce projet, établi en collaboration avec la
société Ipsogen basée a Marseille, a été réalisé au sein du réseau européen
d’excellence CONTICANET, financé au titre du 7*™ programme-cadre de I'Union
Européenne (FP7/2007-2013, agrément n°278742, code contrat : FP-018806).

Les premiers tests d'une puce prototype ont montré que cette puce était capable
de détecter avec spécificité le transcrit de fusion de type PAX3-FOXO1 présent dans

la lignée cellulaire de RMS utilisée.

Malgré des résultats prometteurs, ce projet a finalement été abandonné en
raison d"un partenariat rendu difficile par la restructuration de la société Ipsogen, qui
n’était plus en mesure de produire la puce a ADN. Il n’a pas été possible de trouver
une solution alternative. L’intégralité du travail réalisé autour de ce projet de these a
toutefois été récompensé par le prix des Amis de 1'Université de Lyon, dans la

catégorie Nanotechnologie et Génétique Moléculaire, Pharmacogénomique.

Document a suivre :

Prix 2010 des Amis de l'Universit¢é de Lyon, doté par BIOMNIS, dans la
catégorie Nanotechnologie et Génétique Moléculaire, Pharmacogénomique,
pour le sujet de these : Développement d'une puce a ADN de diagnostic des

sarcomes a translocation.
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INTRODUCTION

La rareté et la complexité histologique des sarcomes font qu’ils nécessitent une prise
en charge organisée et multidisciplinaire dans des centres spécialisés. L'immunohistochimie a
contribu¢ a clarifier la classification des sarcomes, qui est depuis peu complétée par des
diagnostics moléculaires pour certains sarcomes dits a génétique simple. Nous nous
proposons, dans le cadre de ce projet de these, de réaliser une puce a ADN de diagnostic de
ces sarcomes, qui permettra la détection des translocations chromosomiques, et plus
précisément des ARN messagers chimériques associés appelés transcrits de fusion.

Cette nouvelle technologie permettra de compléter, d'améliorer ou de remplacer les
techniques actuelles utilisées pour le diagnostic en routine.

Ces travaux sont réalisés au Centre régional de lutte contre le cancer Léon Bérard
(CLB), et plus précisément au sein du laboratoire Cytokines et Cancer de I'INSERM U590.

1. Contexte et motivations du projet de these
1.1. L'importance du diagnostic initial des sarcomes

Les sarcomes sont considérés comme des pathologies rares en cancérologie, puisqu’ils
représentent environ 1 a 3% des tumeurs malignes de I’adulte. On enregistre 4500 a 5000
nouveaux cas par an en France '. Ils constituent une entité trés hétérogéne tant sur le plan de la
localisation que de I’histologie. Plus d’une cinquantaine de types majeurs de sarcomes ont été
identifiés » °. En incluant les sous-types, I’OMS a répertori¢ au total plus de 150 entités
différentes. Les sarcomes sont des tumeurs curables dans 50% des cas environ. Cependant, la
rareté¢ et la complexité de ces pathologies réservent leur prise en charge a des équipes
multidisciplinaires dans des centres spécialisés, et ce dés le diagnostic initial **°.

Dans une étude rétrospective réalisée en 2002 a partir de dossiers de patients traités
entre 1999 et 2001, le CLB a évalué la prise en charge des patients atteints de sarcomes des
tissus mous selon les recommandations nationales ’. Cette étude a montré que la prise en
charge des sarcomes suivait les recommandations de pratiques cliniques pour 30% des
patients, notamment en ce qui concerne la prise en charge initiale de ces sarcomes (diagnostic
et premier geste chirurgical) *. Ces observations sont semblables & celles recueillies dans
d’autres études internationales réalisées dans des pays occidentaux. De plus, il a ét¢ montré
que la mise en place de concertations multidisciplinaires augmentait le taux de conformité des
pratiques par rapport aux recommandations nationales et était associ€e, dans cette étude
rétrospective, a une amélioration de la survie sans rechute des patients. I apparait donc tres
clairement que le diagnostic initial est un facteur primordial pour le bien-étre du patient.

1.2. Le diagnostic moléculaire des sarcomes et ses limitations

Depuis plus de 20 ans, un nombre croissant d’anomalies chromosomiques sont
décrites dans les sarcomes. Pour certains types de tumeurs, ces anomalies sont suffisantes et
spécifiques pour avoir une valeur diagnostique. A ce jour, la biologie moléculaire est une aide
bien établie pour les pathologistes. Elle concerne une dizaine de types de sarcomes et permet
de consolider un diagnostic obtenu sur des bases morphologiques et immunohistochimiques.
Ces informations se révelent tout particulierement utiles dans le cas des micro-prélévements,
et dans le cas de prélévements peu représentatifs ou peu différenciés > '°. La biologie
moléculaire permet ainsi le diagnostic de 35% des sarcomes a anomalie génétique simple.
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Ainsi, mon laboratoire d'accueil s’est spécialisé dans le diagnostic moléculaire en
routine de sept grands types de sarcomes a génétique simple : le sarcome d’Ewing, le
synovialosarcome, le rhabdomyosarcome, le liposarcome bien différencié¢ ou dédifférencié, le
liposarcome myxoide, le sarcome a cellules claires et les tumeurs desmoplatiques a petites
cellules rondes. Ces diagnostics sont basés sur la détection d’amplifications ou de
translocations de génes par PCR quantitative en temps réel ' 1> 1°. Cette technique est réalisée
a partir de matériel biologique congel¢ ou d’échantillons fixés au formol et inclus en paraffine
(FFPE), en dépit des désavantages que ce dernier type de fixation implique : présence
d'inhibiteurs de PCR, dégradations et modifications chimiques des acides nucléiques '*.

Cette technique, bien que performante, a ses limites. Aujourd'hui, a partir d'un
¢chantillon inclus en paraffine, il faut utiliser pas moins de treize sets différents de RT-PCRq
pour diagnostiquer un sarcome pédiatrique difficile, lorsqu'il existe un doute entre un
synovialosarcome, un sarcome d'Ewing ou un rhabdomyosarcome (annexe 1). Malgré ce
nombre important de tests, il est en plus possible de passer a coté de certains types rares.
Cette technique de routine se révele donc trés consommatrice en matériel biologique. En
particulier, pour les sarcomes dont la famille comprend de nombreux sous-types de
translocations, il n’est pas rare de ne pas pouvoir rendre de résultat par manque de matériel
biologique de départ. Les sarcomes pédiatriques sont particulierement touchés par ce
probléme, car les chirurgiens essaient dans la mesure du possible d'effectuer des micro-
prélevements les moins invasifs possibles.

D'autres alternatives existent pour la détection de transcrits de fusion dans les
sarcomes, avec leurs avantages et leurs inconvénients (tableau 1) 1. Pour l'instant, aucune
d'elles ne combine les avantages que promettrait une approche plus globale de type puce a
ADN. En effet, un screening de toutes les entités connues en une seule expérience permet un
rendu de résultat plus rapide, une consommation moindre en matériel biologique et une
réduction des cofits financiers. De plus, grice au principe d'hybridation de séquences
nucléiques complémentaires, il est possible d'obtenir une précision a I'échelle des génes et
méme des exons impliqués dans les translocations recherchées.

Avantages Inconvénients
Carvotvpe |~ Détection des anomalies de nombre - Technique longue et difficile
yotyp - Détection des translocations non connues - Sensibilité insuffisante
- Détection des seules translocations
Cytogénétique FISH - Bonne sensibilité connues

- Technique facile et rapide - Cott élevé des sondes fluorescentes
- un seul test (sonde) par expérience

- Mise en évidence des chromosomes

Multi-FISH | - Détection des translocations non connues . L, . N ..
impliqués mais pas des génes précis

. . . - Translocations connues seulement
- Technique rapide et sensible

PCR . ‘e \ - un seul test (amorce) par expérience

. - Mise en évidence des génes et des exons R o - . .
. . simplex o - Cofiteux en matériel biologique si

Biologie précis impliqués . .
. . plusieurs partenaires
Moléculaire POTEPUREN o S -
. - - Précision inférieure a la PCR simplex
PCR - Plusieurs tests par expérience N . C
. A . - Trés rapidement limit¢é par des
multiplex | - Econome en matériel biologique

problémes de réactions aspécifiques

Tableau 1 : méthodes actuelles les plus utilisées pour la détection des transcrits de fusion. Les techniques de
cytogénétique et les techniques de biologie moléculaire présentent chacune des avantages et des inconvénients
distincts détaillés dans ce tableau ci-dessus.
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2. Objectifs scientifiques du projet de thése

Au vu des divers inconvénients liés aux techniques de diagnostic moléculaire déja
existantes, mes travaux de theése consistent a développer une approche plus globale de
caractérisation moléculaire des sarcomes a translocations, basée sur une technologie de puce a
ADN.

Plus précisément, je m'attacherai a développer et a valider une puce a ADN de
diagnostic fiable, capable de fonctionner a partir de matériel génétique extrait aussi bien de
tissus frais ou congelés, qu'a partir de tissus fixés en paraffine. Une seule expérience
d'hybridation doit suffire a la détection de la totalit¢ des transcrits de fusion répertoriés
aujourd'hui dans les sarcomes a génétique simple. Cette nouvelle technique sera donc tres
¢conome en termes temps de manipulation et de matériel biologique.

La premicre étape de mon travail de thése a été de dresser la liste compléte des points
de cassure précis des translocations déja référencées dans la littérature. Ce travail nous a
permis de définir précisément l'ensemble des séquences "sondes" & immobiliser sur la puce.
Apres avoir choisi et affiné notre stratégie d'amplification et de marquage des cibles, les
amorces de RT et de PCR nécessaires a ces étapes ont été dessinées. Une puce prototype a
alors été fabriquée sur un nombre restreint d'entités. Cette premiére puce nous a permis de
vérifier la faisabilité de notre projet, et a tout d'abord été évaluée a l'aide de lignées cellulaires
de sarcomes bien établies. Dans un second temps, nous envisageons de tester plus précisément
sa sensibilit¢ et sa spécificit¢ a partir d'échantillons de patients déja diagnostiqués et
caractérisés au niveau moléculaire au Centre Léon Bérard. Cela nous permettra d'évaluer sa
propension a étre utilis¢é comme outil de diagnostic moléculaire de routine des sarcomes a
translocations.

Enfin, nous élaborerons le cahier des charges d'une version pré-finale de la puce, en
tenant compte de nos résultats et en incorporant l'ensemble des translocations initialement
répertoriées et absentes sur la puce prototype. Cette nouvelle version de puce sera de nouveau
testée de fagon exhaustive ce qui nous permettra, aprés de derniers ajustements, d'obtenir la
version finale de la puce a ADN de diagnostic des sarcomes a translocations. En cas de succes
lors de son application en routine au Centre Léon Bérard, le Réseau d'Excellence Européen
Conticanet contribuera a la diffusion de cette nouvelle technologie dans les principaux centres
anticancéreux Européens.
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RESULTATS OBTENUS LORS DE LA PREMIERE ANNEE DE THESE
1. Travaux préliminaires : partie pré-analytique
1.1.  Création d'une base de données exhaustive des séquences d'intérét

L'intégralité des séquences des transcrits de fusion résultant des translocations connues
a ce jour a été récupérée a partir des banques nucléiques publiques et des résultats de
séquengages des points de cassure indiqués dans la littérature. Ces séquences ont alors été
entrées dans une base de données spécialisée dans la manipulation et 1'analyse de séquences
nucléiques, a l'aide du logiciel Vector NTI® (figure 1).

& Exploring - Local Vector NTI Database

DNA/RNA Edit View Analyses Algn Database Assemble Tools Help
lﬁ - Sarcoma Fusion Transcnpts_w_-_J
- Y= JEE A=Y T Evade®N
Al Subsets Subset - Sarcoma Fusion Transcripts Daniel — of DNA/RNA Molecules
TH]DNA/RNA Molecules (MAIN) Name J LengthJ Form } Storage Type J Modified -
ol - Sarcoma Genes [ ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E7)-FEV(E2) 2103 Linear Basic 23/05/2006 09;49:5
[l - Sarcoma Transcripts ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E7)-FLI1(E4) 3236 Linear Basic 12/05/2006 08:45:3
fall - Sarcoma Fusion Transcripts ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E7)-FLIL(E7) 2000 Linear Basic 12/05/2006 08:46:5
il - vectors [ ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E7)-FLIL(EB) 2840 Linear Basic 11/05/2006 13:58:1
{all - Sarcoma Control Genes ES/pFNET - Fusion transcript EWS(E7)-FLI1{E9) 2792 Unear Basic 11/05/2006 13:56:4
[al - Sarcoma Control Transcripts ES/pPNET - Fusion transcript EWS(ES)-FLI1(E7) 3125 Lnear Basic 12/05/2006 08:54:3
[]ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E8)-ZNF278(E1) 3410 Linear Basic 19/05/2006 14:00:2
[ ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E9)-FLI1(E4) 3455 Linear Basic 12/05/2006 08:52:3
|| ES/pPNET - Fusion transcript EWS(E9)-FLI1(E7) 3119 Linear Basic 12/05/2006 08;50:5
[] ES/pPMET - Fusion transcript FUS(E6}-ERG(EQ) 2880 Linear  Basic 16/05/2006 17:36:5
[2] ES/pPHET - Fusion transcript FUS(E7}-ERG(ER) 2973 Linear Basic 16/05/2006 17:36:0
[E£] ES/pPNET - Type I Fusion transcript EWS({E7)-FLIL(E6) 2966 Linear Basic 12/05/2006 08:49:2
[ ES/pPNET - Tvpe II Fusion transcript EWS(E7)-FLII(ES) 3032 Llinear  Basic 11/05/2006 13:55:2

Figure 1: extrait du contenu de la base de données de séquences d'intérét sous le logiciel Vector NTI®
commercialisé par la société Invitrogen.

Dans cette base, les séquences nucléiques de chacun des transcrits de fusion peuvent
étre annotées de facon tres détaillée. Ainsi, les points de cassure ont été indexés, ainsi que les
délimitations de chacun des exons, les variants d'épissage connus, les séquences codantes et
enfin les amorces de RT-PCRq utilisées actuellement dans 1'équipe de diagnostic moléculaire
des sarcomes par PCR au Centre Léon Bérard (figure 2).

SS - Fusion transcript SS18(E10)-5SX1(E6)
2158 bp
Primer F d SYTA cor diag .
Primer Forward SYTB diag ‘ P
Cadon Start cos \L Codon Stop
| ,{
| ; = . ] 1
OIS .
ss18 2 ST e St “—__ Primer Reverse SSXC Diag
Exon e 5 / _» - o “Sonde $8X1 Diag
5518 Exon 2 r ,_/ 2 Sk
$518 Exon 3 o i e J/"‘ ;&L: 1—-1 " Primer Reverse $SXB p3 consensus diag

AT S S vl S Sonde $S| consensus diag
S518Exon5 - . e

~ I I =g

SS1BExon6 - A . ey T ! o

$S18Exon7 P I \
& G N '$SX1 Exon 8
Exon 8 absent dans le variant 2 de 5518 - g I'.
SS18Exon9 \ SSX1Exon 7
$518 Exon 10 $SX1 Exon 6

Figure 2 : représentation du transcrit de fusion SYT(E10)-SSX1(E6) montrant les possibilités graphiques et les
annotations contenues dans la base de données du logiciel Vector NTI®.
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De plus, cette base de données contient les séquences ADN et ARN annotées de tous
les genes normaux impliqués dans les translocations présentes dans les sarcomes. A ce jour,
cette base de données contient 14 familles de sarcomes représentant 159 transcrits de fusion
différents. Elle contient également plusieurs centaines de séquences nucléiques correspondant
aux geénes normaux non transloqués.

1.2.  Création d'une banque des transcrits de fusion par clonage

Lors des futures étapes indispensables de tests de la puce a ADN de diagnostic, il se
posera le probléme de la disponibilité du matériel biologique de support. En effet, le matériel
tumoral est précieux car difficile a obtenir sans justification diagnostique ou consentement
¢éclairé écrit du patient concerné. Nous avons donc rapidement réfléchi a deux solutions
alternatives : le clonage des transcrits de fusion déja obtenus au Centre Léon Bérard via la
technique de PCRq, et I'utilisation de lignées tumorales bien établies.

Dans cette optique, nous avons cloné avec succes cingq séquences de transcrits de
fusion (SYT-SSX1, SYT-SSX2, PAX3-FKHR, PAX7-FKHR et EWS-FLI1), a partir d ARN
extraits d'échantillons tumoraux déja diagnostiqués et positifs pour I'un des types de sarcomes
recherchés par RT-PCRq. Ces transcrits de fusion ont été insérés dans des vecteurs pGEM®-
T de chez Promega ou des vecteurs pCR®8/GW/TOPO® de chez Invitrogen (figure 3). Ces
transcrits de fusion clonés seront ensuite utilisés lors des premiers tests de marquage et
d'hybridation de la puce a ADN de diagnostic.

EcoR | EcoR 1
I |
GAA TTC GCC ¥l  pPCR product INAG GGC GAA
& A6 Coo crrl e S S
Glu Phe Gly Leu Lys Gly Glu

EcoR |
EcoR |

pCR®8/GW/TOPO®
2817 bp

Figure 3 : schéma de l'un des vecteurs de clonage utilisé, le pPCR®8/GW/TOPO® de chez Invitrogen. Un
produit PCR (dans notre cas le transcrit de fusion d'intérét) peut facilement étre introduit dans ce vecteur au
niveau des sites d'action de la topoisomérase. Ainsi, nous disposons de matériel immortalisé "inépuisable" pour
nos phases de test ultérieures de la puce a ADN de diagnostic.
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1.3.  Principe et mode opératoire de la puce 8 ADN de diagnostic

Les réflexions sur le principe et le mode opératoire les plus adaptés pour une puce a
ADN capable de détecter des transcrits de fusion ont ét¢ menées en collaboration avec la
société Ipsogen (Marseille), qui disposait déja d'une expertise reconnue dans ce domaine '°.
Ainsi, Ipsogen a suggéré un enrichissement des cibles avant leur détection par hybridation sur
puce, selon une méthode précédemment publiée '’ Les grandes lignes et limites de ce projet
ont rapidement été posées. Il a alors été décidé, dans un premier temps, de réaliser une
premicre puce de diagnostic centrée sur les sarcomes pédiatriques, a savoir les sarcomes
d'Ewing, les synovialosarcomes et les rhabdomyosarcomes (liste des sous-types en annexe 2).
Ces sarcomes ont I'énorme avantage de disposer tous trois d'un diagnostic via technique PCRq
bien établi au Centre Léon Bérard. Il sera donc possible, lors des phases de test, de comparer
les résultats obtenus entre notre technique innovante et la technique de référence. A l'issue de
cette phase de faisabilité, la puce pourra étre ¢largie a I'ensemble des sarcomes caractérisés
par des translocations.

Afin de réduire au maximum les cotts de notre outil destiné a étre utilisé en routine, il
a été décidé que la puce serait constituée d'une membrane en nylon sur laquelle deux types de
sondes seraient fixées (figure 4) :

- des sondes de recherche
Pour chacun des transcrits de fusion recherchés, deux sondes de recherche constituées
d'oligonucléotides d'environ 50 mers, correspondant a des séquences localisées de part et
d'autre du point de cassure, mais tres proches de celui-ci (condition essentielle pour réussir a
générer par PCR des cibles marquées a partir de matériel dégradé car fixé en paraffine).

- des sondes contrales positifs
Les autres sondes présentes sur la puce (50 mers également) serviront de contrdles positifs, et
correspondront a une séquence située en amont du point de cassure du gene partenaire situé
du coté 3' du transcrit de fusion.

Breakpoint
Startcodon \ Stop codon
\
Fusion transcript |
EWS(E7) FLT1(ES) I S <30 W A
EWS(E7) probe FLI1(ES) probe
Start codon Stop codon
FLI1 Gene | | Exon 3 | Exon 4 | Exon5 | | | | :j
FLI1 positive control probe

Figure 4 : schéma explicatif du choix des sondes, basé sur la détection du transcrit de fusion de type EWS(E7)-
FLI1(ES) présent dans les sarcomes d'Ewing. Concernant cette entité, trois sondes seront créées : deux sondes de
recherche EWS(E7) et FLII(ES), de part et d'autre du point de cassure, et une sonde contrdle positif située en
regard de I'exon 3 du géne FLI1 (I'exon le plus en amont des différents points de cassures connus pour le géne
FLI).
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Le test diagnostique sera basé sur la détection apres amplification des transcrits de
fusion au moyen d'une transcription inverse de I'ARN du patient suivie d'une PCR ancrée. La
technologie mise au point pour I'étape de traitement de I'échantillon garantira que tous les
événements de réarrangement d'un géne donné puissent étre détectés avec une bonne fiabilité,
quelles que soient la longueur du transcrit et la position du point de fusion des deux genes sur
la séquence.

Brievement, I'ARN total est extrait de I'échantillon congelé¢ ou fixé en paraffine. Une
transcription inverse (RT) multiplexe, basée sur I'utilisation d'amorces ancrées spécifiques des
partenaires de la translocation du coté 3', est réalisée sur cet ARN total (figure 5). L'ADNc
ainsi obtenu est amplifié par PCR multiplexe ancrée a l'aide d'amorces spécifiques du geéne
partenaire de la translocation du c6té 5' (en amont du point de cassure) et d'amorces
spécifiques de l'ancre utilisée lors de I'¢tape de RT. Au cours de cette PCR, le produit
d'amplification est marqué par l'incorporation d'un nucléotide biotinylé¢ (figure 6). Les
amplicons complexes ainsi obtenus sont hybridés sur la puce.

<— Ancre commune
Point de cassure

extraction / RT multiplexe <+— Pointde cassure

Tumeur > |

ARN ~\ Amoreces spécifiques
Transcrit de fusion + ancre

‘ Sequence ADNc
spécifigue de la cible

Figure 5 : principe de l'extraction et de la RT multiplexe a l'aide d'amorces possédant une ancre. L'ADNc
produit contient la séquence de 'ancre suivie de celle du transcrit de fusion.

Cible préte a
LZ I'hybridation
Amorce antisens .
Mix d’amorces sens spécifiques = ancre PCR ancree
du partenaire du coté 5 Nucléotides L
\ biotinyles

Figure 6 : principe de la PCR multiplexe ancrée permettant l'amplification et le marquage des cibles. L'amorce
sens spécifique des partenaires situés du coté 5' de la translocation permet de n'amplifier que les amplicons des
alleles transloqués. En effet, le mécanisme de translocation ne touchant qu'un seul alléle, cela permet de ne pas
amplifier le produit de RT résultant de l'alléle normal.

La biopuce sera congue de maniere a permettre une lecture simple et directe du
résultat. Une réaction colorimétrique montrera la présence ou non d'une translocation génique
et, le cas échéant, indique quel est le géne partenaire impliqué et quelle est la position
approximative du point de cassure sur ce dernier.
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2. Analyse bioinformatique des séquences d'intérét
2.1. Design des sondes oligonuléotides a déposer sur la puce

En se basant sur les séquences et les annotations entrées dans la base de données, nous
avons procédé a une premicre €tape globale d'analyse bioinformatique. Dans un premier
temps, des sous-séquences de 400 nucléotides provenant de chacune des séquences d'intérét
ont ¢té extraites (200 nucléotides en amont et 200 nucléotides en aval du point de cassure).
C'est dans ces sous-séquences que les sondes oligonucléotides doivent étre choisies. Pour les
transcrits de fusion des trois sarcomes pédiatriques sur lesquels nous nous focaliserons sur la
premiére puce prototype, cela représente vingt-quatre séquences uniques pour les partenaires
du coté 3' de la translocation, et dix-huit séquences uniques pour les partenaires du coté 5' de
la translocation. Chacune de ces séquences a été comparée par BLAST et alignements
multiples contre toutes les autres séquences. Cette analyse a montré de fortes homologies
entre certains partenaires différents : c'est en particulier le cas des partenaires 3' SSX1, SSX2
et SSX4 qui sont trois génes phylogénétiquement trés proches impliqués dans les
synovialosarcomes, et c'est ¢galement le cas des partenaires 5' du rhabdomyosarcome, PAX3
et PAX7. Ces résultats sont a garder en mémoire, car ils pourront expliquer des phénoménes
d'hybridations croisées non désirés sur la puce a ADN de diagnostic finale.

Apres cette étape préliminaire, nous avons essay¢ de localiser les meilleures sondes
oligonucléotides sur ces séquences. Pour chaque secteur concerné, correspondant
généralement a un exon, une liste d'oligonucléotides candidats d'environ 50 mers est créée,
par systéme de fenétre coulissante. Un script permet alors de calculer les propriétés physiques
de chaque sonde potentielle. Un fichier Excel renseigne la longueur exacte de ces
oligonucléotides, leur position relative par rapport au point de cassure, le nombre de bases G
et C, le pourcentage de GC, la présence de triplets C ou G et la température de fusion (Tm) de
l'oligonucléotide (tableau 2). Cette dernicre est calculée selon deux méthodes, la méthode des
GC et la méthode thermodynamique (Nearest Neighbour analysis). Enfin, les
oligonucléotides sont soumis a un BLAST contre les séquences humaines de référence du
NCBI et les zones encadrant les points de cassure. Pour chacun des partenaires uniques, nous
avons alors sélectionné une sonde finale entre 40 et 50 mers.

Oligo Length | Po!

GTAGAAGTGTATCTCTTTC
AGTTGAACGTCCTCAGAT 46 51 43,5 11 9 3 76,9 66,9 OK 0 0
GACTTTCGG
GTAGAAGTGTATCTCTTTC
AGTTGAACGTCCTCAGAT 47 52 44,7 11 | 10 4 78,1 67,6 OK 0 0
GACTTTCGGC
GTAGAAGTGTATCTCTTTC
AGTTGAACGTCCTCAGAT 50 55 46 13 10 4 80,3 68,8 OK 0 0
GACTTTCGGCAGG
GAAGTGTATCTCTTTCAGT
ITGAACGTCCTCAGATGACT| 48 56 47,9 12 | 11 4 81,8 69,1 OK 0 0
ITTCGGCAGGC

w

percentGC | nbG | nbC | GC_last5 | Tm_NN | Tm_GC | hairpin | tripleC | tripleG

Tableau 2: extrait du tableau de rendu des résultats du logiciel d'analyse montrant les critéres
thermodynamiques essentiels pour le choix des sondes.
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L'ensemble des sondes choisies est vérifié une ultime fois en positionnant ces
dernieres sur les séquences des transcrits de fusion de notre base de donnée sous Vector
NTI®. Nous pouvons ainsi €tre sirs que la taille des amplicons (distance entre les deux
sondes d'un transcrit de fusion) n'excéde pas 150 pb, la taille moyenne des fragments d'ARN
dégradés rencontrés dans les échantillons FFPE.

Il est & noter qu'aucune solution satisfaisante n'a été trouvée pour régler les problemes
d'homologie entre les transcrits de fusion impliquant les génes SSX1, SSX2 ou SSX4. Il est
fort probable que les trois sondes correspondantes se comportent de la méme fagon lors de
I'hybridation et ne permettent pas de discriminer les sous-types. En ce qui concerne les
transcrits de fusion impliquant les génes PAX3 et PAX?7, il serait possible de choisir des
sondes en dehors des zones d'homologies, mais les amplicons auraient une taille de 200 pb.

Notre liste finale est composée de 52 sondes, dont 36 sondes de recherche de transcrits
de fusion et 16 sondes controles positifs des étapes de RT et de PCR multiplexes. Ces sondes
nous permettront de diagnostiquer les 4 sous-types de rhabdomyosarcomes, les 24 sous-types
d'Ewing et les 7 sous-types de synovialosarcomes connus.

2.2. Design des amorces de RT et de PCR

Nous avons choisi d'¢laborer une puce de diagnostic qui soit compatible avec le
matériel fixé au formol et inclus en paraffine (FFPE). En effet, ce mode de conservation
présente un avantage certain en termes de cotts de stockage puisque les échantillons sont
alors stabilisés et peuvent étre entreposés a température ambiante. Il permet également de
faire circuler plus facilement et plus sirement les échantillons entre les laboratoires et les
différents services d’un ou plusieurs hopitaux. En revanche, ces échantillons nécessitent un
traitement beaucoup plus compliqué lorsqu’il s’agit de réaliser des études de biologie
moléculaire, et les techniques classiques doivent trés souvent étre adaptées. En effet, les
acides nucléiques (ADN et ARN) extraits sont trés dégradés et les bases nucléiques subissent
des modifications chimiques pouvant géner les enzymes couramment utilisées en biologie
moléculaire (figure 7).

10. RIN =92
Congelé , FFPE

Fluorescence

2 N & o0 o
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' 8s \ 288
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Figure 7 : exemples de profils de dégradation obtenus grace au Bioanalyzer Agilent. Il s’agit d’électrophoreses
capillaires des ARN extraits (A) a partir d’un tissu congelé et (B) a partir d’un tissu fixé au formol et inclus en
paraffine (FFPE). Les ARN extraits du tissu FFPE sont dégradés, les fragments obtenus ont une taille moyenne
d’une centaine de paires de base. Les pics caractéristiques des ARNs ribosomiques 18S et 28S disparaissent.
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Mon laboratoire d’accueil fait partie des rares laboratoires spécialisés (il en existe
seulement trois en France) qui réalisent des diagnostics moléculaires par PCRq sur les
sarcomes inclus en paraffine. Les résultats obtenus sont excellents et le CLB est devenu un
des centres de référence pour le traitement des échantillons FFPE. Le savoir-faire et
I’expertise acquis dans ce domaine peuvent donc étre mis a profit pour le design des amorces
nécessaires aux étapes de RT et de PCR. Ainsi, par rapport a une PCR classique, la PCR a
partir d'échantillons FFPE doit étre robuste, et la taille d'un amplicon de PCR ne doit pas
excéder 150 pb. Une stratégie de PCR de type ancrée a été retenue, pour sa capacité a réduire
drastiquement la complexité du pool d'amorces, qui se doivent d'étre multiplexées en
correspondance a l'ensemble des transcrits de fusion recherchés '®. Cela a pour effet direct de
limiter au maximum les produits d'amplification non spécifiques génants qui se produisent
généralement au cours d'une PCR multiplexe. Ainsi, lors de notre processus d'amplification et
de marquage des sondes, seules les amorces sens vont varier, les amorces antisens
correspondant a l'ancre choisie (séquence artificielle absente du génome humain). Cette ancre
aura été introduite dans 'ADNc servant de matrice a la réaction de PCR grace a une amorce
de RT chimérique, contenant une partie de la séquence cible du coté 3' et I'ancre artificielle du
coté 5.

Concernant le design des amorces de RT, la séquence de I'ancre nous a été fournie par
la société Ipsogen. Pour assurer la spécificité de I'amorce de RT a sa cible, une séquence de
dix nucléotides correspondant a l'extrémité de la sonde située sur le partenaire du coté 3' a été
ajoutée a l'ancre. Différents logiciels de design d'amorces PCR ont été évalués. Le logiciel
libre disponible en ligne Primer3 a finalement été retenu pour son adaptabilité face aux
séquences difficiles, sur lesquelles nous avions peu de latitude de mouvement en raison des
contraintes de taille des tissus FFPE "°. Les résultats présentés a partir d'ici concerneront le
rhabdomyosarcome, car il s'agit du sarcome de plus faible degré de complexité (seulement
quatre sous-types connus) par rapport aux autres sarcomes qui seront présents sur la puce
prototype (figure 8). Les résultats de design des deux autres sarcomes pédiatriques sont
donnés en annexe (annexe 3).

Primer F Sonde cété 5' Breakpoint Sonde cité 3' Amorce RT AMORCE ANTISENS = ANCRE

*PAX3(E7)-FKHR(EZ)ANCRE2

Tecctoogto ccctccasccocateaaccocaccattzee ctcteacctoag | aattcaattcgtcataatctgtccctacacagoaagticattcgtetecazaateaarnaactes CCAGTACCGTGTAGTCTCTCTCGTG
=PAXT7(E7)-FKHR(E2)ANCREZ

Cttcatgaatccgecezceoccio gcctgtctoctoag | aattcaattcgtcataatctztocctacacagraapttcaticgtgtecapaate sae saactes CCAGTACCGTGTAGTCTCTCTCGTG
>PAX3(E7)-MLLT7(E2)ANCRE2

Tecctoogto ccctccaaccocatgaaccocaccattgee eccictcacctcag |aactcgatccgocacaacctgtooctgracagraasticatcaagettcacaacgageccaccgecaa GTGTAGTCTCTCTCGT

ctcttaccageocaca a:::a:aagIgattacctga

*FKHR(E1)-FKHR(E2)
caagagcgtgooctacth

>MLLT7(E1}-MLLT7(E2)
atggtccgtactgtaccciacticasppacaaggetpacagraacagotcagoagg atggaagaactcgatccgocacaaccigtccctgeacageaagticatcaaggticacaacgageccaccggcaaaa goiciigptegm ata CCAGTACCGTGTAGTCTCTCTCG TG

*NCOAL(E12)-NCOA1(E13)

catcaasatcggagatccioccapcticacticagtccgocactgocagacccacticcagectaaatagattacctgagctgpaatippasgraatigataaccaatitggacaaccagzaacappcpCCAGTACCGTGTAG

Figure 8 : résultats du design d'amorces de RT et de PCR obtenus pour le rhabdomyosarcome. Les quatre
premicres séquences correspondent aux quatre transcrits de fusion connus dans les rhabdomyosarcomes : PAX3-
FKHR, PAX7-FKHR, PAX3 MLLT7 et PAX3-NCOAL. Les trois derniéres séquences sont les génes normaux
des partenaires du co6té 3' des transcrits de fusion servant de contréles positifs.

Une fois la liste des différentes amorces de RT et de PCR obtenue au format texte
tabulé, nous avons commandé¢ ces oligonucléotides chez la société Eurogentec (tableau 3).

173



RESULTATS - Partie III : prix 2010 des Amis de I'Université de Lyon

Nom des amorces Séquence Num |Taille
Primer R ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGG 1 25
Primer F PAX3E7 ccctccaaccccatgaac 2 18
Primer F PAX7E7 gccctccaaccacatgaac 3 19
Primer F PAX3E6 tgccaacgtaccagctgtce 4 19
Primer F MLLT7E1l cctacttcaaggacaagggtga 5 22
Primer F FKHRE1 cttcaaggataagggtgacagc 6 22
Primer F NCOAlEl2 cctgccagcttcacttcag 7 19
Primer RT FKHR+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGccagttcecctt 8 35
Primer RT MLLT7+ANCRE2 |CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGcatccaccaa |9 35
Primer RT NCOAl1+ANCRE2 |CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGcgcctgttce |10 35

Tableau 3 : exemple de la liste d'amorces de RT et de PCR commandés chez Eurogentec pour le diagnostic du
rhabdomyosarcome. Cette liste contient 7 amorces de PCR (6 amorces sens et 1 amorce antisens correspondant a
I'ancre) et 3 amorces de RT (car il existe 3 partenaires différents du c6té 3' des transcrits de fusion).

Ces amorces ont tout d'abord été testées et optimisées sur des culots congelés d'une
lignée cellulaire de rhabdomyosarcome, caractérisée par RT-PCRq classique, et possédant une
translocation de type PAX3-FKHR. Aprés avoir réalisé une RT multiplexe (mix de RT
contenant les 3 amorces), nous avons réalis¢ les PCR des 6 couples d'amorces possibles ainsi
qu'une PCR multiplexe contenant toutes les amorces a la fois (figure 9 et annexe 4).

PCR Mélanges d’amorces testés
CHIP_PAX3E7_F & CHIP_ANCRE_R
CHIP_PAX7E7_F & CHIP_ANCRE R
CHIP_PAX3E6_F & CHIP_ANCRE R

CHIP_MLLT7E1_F & CHIP_ANCRE R

CHIP_FKHRE1_F& CHIP_ANCRE R

nip|lw| Nk

o

CHIP_NCOA1E12 F & CHIP_ANCRE_ R

7 Pool des 7 amorces précédentes

Tailles attendues (bp)
138 (157 if PAX3-MLLT7)
136
359(139if PAX3-NCOA1)
156
133
138

Ech. 100

G\U‘hwl\il—ig

Figure 9 : résultats de migration sur gel des produits de la RT-PCR multiplexe ancrée réalisée sur de 'ARN
extrait a partir d'une lignée de rabdomyosarcome congelée. Sachant que cette lignée est caractérisée par une
translocation de type PAX3-FKHR, il est possible de déduire les tailles d'amplicons attendues. Dans chacun des
puits d'électrophorése, nous obtenons des bandes aux tailles attendues. Il existe cependant des bandes non
spécifiques, en particulier au niveau du front de migration, qui correspondent probablement a des diméres
d'amorces, puisqu'on les retrouve dans le puits contréle sans matrice ADNc.
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Les résultats de ce premier test sont trés encourageants. En effet, pour chacun des six
couples d'amorce testés, nous retrouvons bien des bandes aux tailles attendues, aux environs
de 150 pb (couples n° 1, 2, 4, 5 et 6) et de 360 pb (couple n°3). Il existe toutefois des bandes
aspécifiques dans de nombreux puits d'électrophorese, mais on peut supposer que ces produits
non spécifiques n'auront pas d'influence au moment de I'hybridation de I'ensemble de ces
cibles sur la puce. De méme, le résultat de la PCR contenant I'ensemble des sept amorces
multiplexées est positif puisqu'on ne retrouve pas les bandes parasites des autres puits (hormis
une bande entre 50 et 100 pb correspondant trés probablement a des dimeres d'amorce),
comme si 'amplicon d'intérét prenait le dessus sur les réactions parasites.

Nous avons ensuite essay¢ d'optimiser la réaction de PCR multiplexe en essayant de
trouver la température de fusion idéale, c'est-a-dire celle favorisant le plus 'amplicon d'intérét
par rapport aux produits de PCR non spécifiques. Pour cela, nous avons réalisé, pour chacun
des six couples, une PCR en gradient de température, avec des Tm variants de 54 a 65°C
(figure 10). La température idéale a pu étre estimée a environ 58°C.

————ccce==E=w

ey @
&

Figure 10 : résultats de la migration sur gel des PCR réalisées en gradient de température pour chacun des six
couples d'amorce de la PCR multiplexe du rhabdomyosarcome. Une température optimale d'environ 58°C
permettra de limiter au maximum l'apparition de produits aspécifiques.

Nous utiliserons désormais cette température de 58°C pour l'ensemble de nos autres
tests. Apres avoir testé notre design d'amorces sur un culot cellulaire congelé, nous avons
souhaité I'appliquer a du matériel fixé au formol et inclus en paraffine. Pour cela, des culots
cellulaires congelés ont été envoyés au service d'Anatomie et Cytopathologie du Centre Léon
Bérard, pour procéder a leur fixation dans du formol puis a leur enrobage dans de la paraffine.
L'ARN de ces cellules fixées a ensuite été extrait selon les protocoles classiques d'extraction
utilisés pour le diagnostique de tumeurs en routine. Un test de RT-PCR multiplexe a été
réitéré, par couples d'amorces et avec l'ensemble des amorces PCR (figure 11).
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N°de PCR 1 3 2 4 5 . 7 1 3 2 4 5 6 7

Lignée FFPE Lignée congelée

Figure 11 : résultats de la migration sur gel des RT-PCR multiplexes réalisées a un Tm de 58°C, a partir d ARN
extrait de culots cellulaires de la méme lignée de rhabdomyosarcome, congelée ou fixée au formol puis incluse
en paraffine. Il est a noter que le nouveau Tm permet de limiter I'apparition de bandes non spécifiques. De plus,
les PCR réalisées a partir de matériel FFPE sont beaucoup plus "propres" que celles réalisées a partir de matériel
congelé. Enfin, la bande a environ 360 pb de la PCR n°3 disparait pour I'échantillon inclus en paraffine, ce qui
est cohérent avec le fait que le matériel génétique d'un tissu FFPE est trés dégradé (les tailles des acides
nucléiques oscillent autour de 150 pb).

Le design et 'optimisation de la RT-PCR multiplexe du rhabdomyosarcome est une
réussite, en particulier sur le matériel FFPE. Le travail effectué¢ a été renouvelé pour le
sarcome d'Ewing et le synovialosarcome. Par la suite, il suffira de rajouter des nucléotides
biotinylés a la PCR multiplexe pour obtenir des cibles marquées.
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3. Réalisation de la premiére puce prototype
3.1. Design de la puce a ADN prototype

Apres obtention des premiers résultats positifs en ce qui concerne la partie de
préparation des cibles (RT-PCR multiplexe de marquage des cibles), nous avons initi¢ la
production d'une premicre puce prototype. L'ensemble des sondes choisies précédemment a
¢té synthétisé par la société Invitrogen. Ces sondes ont ensuite ¢t€ déposées sur une
membrane de nylon chez notre collaborateur Ipsogen, grace a une séquence d'accroche qui
permet d'augmenter l'accessibilité des sondes pour les cibles (figure 12).

«+— Séquence de recherche spécifique
EWS(E6), EWS(E7), EWS(ES),...
FLI1(E4), FLI1(E5), FLI1(E6),...

Membrane en nylon
<«— Séquence d'accrochage non spécifique

Figure 12 : principe d'accrochage des sondes sur la membrane de nylon.
Un schéma de positionnement des sondes a ét¢ décidé, et les sondes représentant les

partenaires du coté 5' des translocations (les plus importantes) sont déposées en duplicats
(figure 13).

===
o et

I

| - a&w - -e L]
MLLT7E1 ERG E5 ERG ES . -
MLLT7 E2 ERGE6 | ERGET ERG ES - .
- -
ETVIES NCOAT E12 . ’
ETV1 E10 NCOA1E13
- -
- -
ETVAES SSYXTES SSRTE3 o &
ETVAED SSX1E5 | SSX1EB K2 | ™ & »
. & - L] -
FEVET 55X2 E6 ECA SSYZES $ s B o @
SSX2 E6
FEVEZ e SSX2 E8 T e
- T R R
FRARET SSYXAEB SSYAEB i e e e R
FRAREZ SSX4 EBC SSXA E7
ZNFZT8 E1C FLAES | FUTEAC FLMES | FLNES
INF278 E1 FLI1 E4 FLI1 E5 FLH E7 FLI1 E9

Figure 13 : schéma de positionnement des sondes sur la membrane (a gauche) et photo de la premiére puce
prototype (a droite).
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3.1.1. Premiers tests de la puce a ADN prototype

Une premiere expérience d'hybridation a été menée sur les premiers €chantillons de la
puce prototype, en marquant les cibles lors de 1'étape de PCR ancrée multiplexe a l'aide de
nucléotides marqués radioactivement au **P. Ce marquage radioactif est juste utilisé en test
pour sa grande sensibilité, mais ne sera bien slir pas retenu comme principe de marquage
final, en raison des contraintes qu'il engendre et qu'on ne peut pas transposer dans un
laboratoire de diagnostic en routine.

Pour ce premier test, nous avons encore une fois utilis€ notre lignée de
rhabdomyosarcome possédant la translocation PAX3-FKHR. Les produits de PCR radioactifs
ont ét¢ hybridés sur la nuit sur la puce a ADN, puis révélés pendant 24h (figure 14).

MLLT? E1 ERG E5 ERGES
M MLLT?7 E2 ERG E6 ERG E7 ERG E9
-
ETV1 E9 NCOA1 E12
ETV1 E10 NCOA1 E13
S
ETV4 EB SSX1E4 SSX1 E3-1
ETV4 E9 SSX1 E5 SSX1 E6 S8X1E3-2
FEVET SSX2 E6 EC1 SSXZ E5
SSX2 E6
FEV E2 e SSX2 E6
FKHR E1 SSX4 E6 SSX4 E5
J FKHR E2 SSX4 E6C SSX4 E7
P
ZNF273 E1C FLI1 E3 FLI1 E4C FLI1 E& FLI1 E8
ZNF278 E1 FLI1 E4 FLI1 ES FLI1 ET FLI1 E9

Figure 14 : premier résultat d'hybridation sur puce a ADN prototype des produits d'amplification de la lignée de
rhabdomyosarcome de type PAX3-FKHR. Les spots attendus comme positifs sont entourés sur le plan de la puce
(a gauche). A droite, on peut voir le résultat de I'étape de révélation, sur laquelle on a superposé un masque
permettant le repérage des sondes.

Les sondes controles MLLT7(E1), MLLT7(E2), FKHR(E1) et FKHR(E2) sortent
clairement positives. Les sondes controles NCOAI1 sortant trés mal, elles seront donc
abandonnées lors du design final de la puce, et les amorces correspondantes seront retirées du
pool multiplexe utilisé pour la préparation des cibles. Les seules sondes s'allumant en duplicat
et correspondant au partenaire du coté 5' de la translocation sont les sondes PAX3(E7). La
puce a ADN nous montre donc la présence d'une translocation de type PAX3(E7)-géne3', le
gene3' correspondant plutot au géne FKHR qu'au géne MLLT7 au vu de Dlintensité¢ des
signaux obtenus.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les travaux réalisés jusqu'a présent ont clairement prouvé la faisabilité de la détection
sur puce a ADN de transcrits de fusion amplifiés et marqués par RT-PCR ancrée multiplexe.
Ainsi, en une seule expérience, il est possible de détecter l'ensemble des translocations
répertoriées dans les sarcomes complexes.

Les travaux de design d'amorces ont été achevés sur les sarcomes pédiatriques
(rhabdomyosarcome, synovialosarcome et sarcome d'Ewing). Le test du rhabdomyosarcome a
été couronné de succes. Il reste a tester les design d'amorces des deux sarcomes pédiatriques
restants, a l'aide de lignées caractérisées si possible, ou a I'aide des transcrits de fusion clonés
dans des vecteurs bactériens. Une fois les différents tests effectués, la puce prototype pourra
étre améliorée, et sa complexité sera réduite, en ne gardant que les meilleurs controles positifs
pour chacun des types de sarcomes.

Ensuite, une fois la puce a ADN pédiatrique éprouvée, ce principe de détection sera
¢largi a 'ensemble des sarcomes a translocations répertoriés dans la base Vector NTI® qui est
fréquemment maintenue a jour grace a l'utilisation de flux RSS.

Enfin, nous pourrons lancer une étude plus large basée sur de vrais échantillons
tumoraux. Ces tests seront simultanément menés sur puce et via notre approche diagnostique
traditionnelle par RT-PCRq, pour comparer exhaustivement ces deux techniques en termes de
sensibilité et de spécificité. Apres validation des résultats obtenus et en cas de réussite, nous
envisageons de transférer cette technologie en routine, en tant que nouveau test diagnostique
moléculaire de référence au Centre Léon Bérard.
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1. Liste des sous-types pédiatriques diagnostiqués au Centre Léon Bérard par RT-PCRq
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-> Sarcome d'Ewing /pPNET: 8 sous-types

ES/pPNET - Type I EWS (E7) - FLI1 (E6)
ES/pPNET - Type Il EWS (E7) - FLI1 (E5)

ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E7)
ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E8)
ES/pPNET - EWS (E7) - FLII (E9)
ES/pPNET - EWS (E10) - FLI1 (E5)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (E6)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (E8)

-> Synovialosarcome: 3 sous-types

SS - SS18 (E10) - SSX1 (E6)
SS - SS18 (E10) - SSX2 (E6)
SS - SS18 (E10) - SSX4 (E6)

-> Rhabdomyosarcome : 2 sous-types

ARMS - PAX3 (E7) - FKHR (E2)
ARMS - PAX7 (E7) - FKHR (E2)

2. Liste des sous-types présents sur la puce a ADN prototype de diagnostic des sarcomes pédiatriques

-> Sarcome d'Ewing /pPNET: 24 sous-types

ES/pPNET - Type I EWS (E7) - FLI1 (E6)
ES/pPNET - Type Il EWS (E7) - FLI1 (E5)

ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E4)
ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E7)
ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E8)
ES/pPNET - EWS (E7) - FLI1 (E9)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (E6)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (E7)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (ES)
ES/pPNET - EWS (E7) - ERG (E9)
ES/pPNET - EWS (E7) - ETV1 (E10)
ES/pPNET - EWS (E7) - ETV4 (E9)
ES/pPNET - EWS (E7) - FEV (E2)
ES/pPNET - EWS (E8) - FLI1 (E7)
ES/pPNET - EWS (E8) - ZNF278 (E1)
ES/pPNET - EWS (E9) - FLI1 (E4)
ES/pPNET - EWS (E9) - FLI1 (E7)
ES/pPNET - EWS (E10) - FLI1 (E5)
ES/pPNET - EWS (E10) - FLI1 (E6)
ES/pPNET - EWS (E10) - FLI1 (ES)
ES/pPNET - EWS (E10) - ERG (E6)
ES/pPNET - EWS (E10) - FEV (E2)
ES/pPNET - FUS (E6) - ERG (E9)
ES/pPNET - FUS (E7) - ERG (ES)

-> Synovialosarcome: 7 sous-types

SS - SS18 (E9) - SSX1 (E4) variant
SS - SS18 (E10) - SSX1 (E6)

SS - SS18 (E10) - SSX2 (E6)

SS - SS18 (E10) - SSX2 (E6) variant
SS - SS18 (E10) - SSX2 (E6) variant 2
SS - SS18 (E10) - SSX4 (Eo6)

SS - SS18 (E10) - SSX4 (E7) variant

-> Rhabdomyosarcome : 4 sous-types

ARMS - PAX3 (E7) - FKHR (E2)
ARMS - PAX7 (E7) - FKHR (E2)
ARMS - PAX3 (E6) - NCOALI (E13)
ARMS - PAX3 (E7) - MLLT7 (E2)
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3. Liste des amorces de RT et de PCR dessinées pour le synovialosarcome et le sarcome d'Ewing

Amorces synovialosarcome [Séquences Num Taille
Primer R ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGG 1 25
Primer F SS18E1l0 agcctggaccaccacagc 2 18
Primer F SS18E9 tatccaccccagcagcag 3 18
Primer F SSX1E3 ctcggagaaaatcagctatgtg 4 22
Primer F SSX24E5 aggttgaacgtcctcagatg 5 20
Primer RT SSX1E6+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGTGGGCCAGA 6 35
Primer RT SSX1E4+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCTGGAAGTCT 7 35
Primer RT SSX1E5+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCTTCGGGATG 8 35
Primer RT SSX24E6+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGGCACTTCCT 9 35
Primer RT SSX2E6V2+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGAACTGAGGC 10 35
Primer RT SSX2E6V3+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCCTGCCGAAA 11 35
Primer RT SSX4E7+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCAGCTGCTTT 12 35
Amorces Ewing Séquences Num | Taille
Primer R ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGG 1 25
CHIP EWSE7 F cagccaagctccaagtcaat 2 20
CHIP EWSE8 F gaggcatgagcagaggtg 3 18
CHIP EWSESEC F gttcctggagcttaggatgtgt 4 22
CHIP EWSE9 F aggaggacgcggtggaat 5 18
CHIP EWSE1l0 F ggacccatggatgaaggac 6 19
CHIP FUSE6 F gcagtggtggctatgaacc 7 19
CHIP FUSE7 F gaggcagaggtggcatgg 38 18
CHIP ERGE5 F gcttttattttcccaaatacttca 9 24
CHIP ETV1ES F ggccccaggcagttttatg 10 19
CHIP ETV4E8 F gggtggtgatcaaacaggaac 11 21
CHIP FLI1E3 F caacatgaccaccaacgagag 12 21
CHIP ZNFE1C F gtggctggacccctatcc 13 18
CHIP ERGE6 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGCCGTGACCG 14 35
CHIP ERGE7 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGGACGCTGGT 15 35
CHIP ERGE8 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGGATTTGCAA 16 35
CHIP ERGE9 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGCTGTCCGAC 17 35
CHIP FEVE2 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCCCCCAGCTC 18 35
CHIP FLI1E4 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGGCCCACTCC 19 35
CHIP FLI1E5 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGTGAGGATTG 20 35
CHIP FLI1E6 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGAATTCATGT 21 35
CHIP FLI1E7 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCCGTTGCTCT 22 35
CHIP FLI1E8 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGGGTTGGCTAG 23 35
CHIP FLI1E9 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCTGTCGGAGA 24 35
CHIP ETV1E10 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCGTTGGTATG 25 35
CHIP ETV4E9 RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCAGAGAAGCC 26 35
CHIP ZNFE1l RT+ANCRE2 CACGAGAGAGACTACACGGTACTGGCCTTGGGCGG 27 35
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4. Protocoles utilisés pour les RT et PCR multiplexes

-> RT multiplexe

Volume final de RT : 40 pl

Quantit¢ ARN : 3 ug

Volume
Mix (nl) Oligos RT multiplexés
ARN (C=1,461 ng/ul) 2,1 CHIP_A+FKHR_RT
Oligos RT multiplexés (10 uM chacun) 2 CHIP_A+MLLT7 RT
dNTP (10 mM) 2 CHIP_A+NCOA1 RT
H20 gsp 24 pul 17,9
5 min i 65°C Préparation du pool Multi RT
Tampon 5X 8 Rhabdo
dTT 4 > Solutions méres a 100 uM
RNasine 2 > Solutions filles a 30 uM
2 min a 42°C 60 pl sol. mére + 140 ul H20
SuperScript 1 ) > Solution multi RT Rhabdo
50 min  42°C 100 pl de chacune des solutions filles
. soit 300 pl a 10 uM chacuns
15 min & 70°C

-> PCR ancré multiplexe

Volume final de PCR : 50 pl
Volume de RT : 5 pul
[primers] / réaction : 0,2 uM

Mix Volume pour 1 réaction (ul)
ADNCc 5
Tampon 10x 5
dNTP 2
MgCI2 1,5
Primer Mix (10 uM chacun) 1
Taq Polymérase 0,5
H20 gsp 50 ul 35
Programme thermocycleur PCR Tubes = 0,2 ml
V=50 ul
Température (°C) [Temps [Répétitions
94 2 min 1
94 1 min
60 1 min 40
72 45 sec
72 7 min 1
16 inf 1
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RESUME

En cancérologie, les sarcomes sont considérés comme de tumeurs rares et
difficiles a prendre en charge. Malgré ces difficultés, de nombreuses anomalies
chromosomiques sont décrites et permettent d'établir un diagnostic fiable a l'aide de
techniques de biologie moléculaire éprouvées (FISH, PCRg,...). Cependant, en raison
de la grande complexité des sarcomes, ces techniques classiques sont laborieuses et
nécessitent une grande quantité de matériel biologique de départ. Au cours de mes
travaux de these, je me suis attaché a développer une méthode innovante de
diagnostic moléculaire basée sur la technologie des puces a ADN. Cette puce de
diagnostic, révolutionnaire par sa facilité d'utilisation et son exhaustivité, permet de
rechercher en une seule expérience la totalité¢ des sarcomes caractérisés par des
translocations chromosomiques. Une puce prototype a d'ores et déja été testée avec
succes. A terme, nous espérons que cette puce a ADN sera adoptée comme technique
de diagnostic moléculaire de routine au sein du Centre Léon Bérard, puis dans les
principaux centres anticancéreux européens partenaires du Réseau d'Excellence
Européen Conticanet. Elle permettra alors une meilleure prise en charge des patients
atteints de sarcomes, et ce des le diagnostic initial.
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2. Classification des rhabdomyosarcomes grace aux profils microARN

Fort de notre expérience réussie dans les ostéosarcomes, nous avons ensuite
voulu savoir s’il était possible de mettre a profit les profils d’expression des
microARN pour la résolution d’une autre problématique, celle de la classification
fine des RMS. En particulier, notre but était d’apporter une aide pour le
démembrement des RMS de la zone grise. En effet, ces entités possedent des
morphologies tres indifférenciées, et il est parfois tres difficile pour un médecin
anatomopathologiste aguerri de distinguer un ARMS d’un ERMS. Le traitement des
patients dépendant tres fortement de ce diagnostic initial, il est important de pouvoir

mieux cerner ces entités.

Alors que nous étions en train de démarrer notre étude, I'équipe du Dr Olivier
Delattre a publié une étude analysant les profils d’expressions des ARNm, ainsi que
les anomalies génomiques d"une cohorte de 210 RMS (Williamson et al., 2010). Ces
RMS ont initialement été classés en trois groupes distincts : les pARMS, les nARMS et
les ERMS, sur la base d'une relecture histopathologique et d’une recherche
systématique des transcrits de fusion caractéristiques des ARMS par technique PCRq.
En plus des transcrits de fusion courants décrits chez les ARMS (PAX3-FOXO1 et
PAX7-FOXO1), le transcrit rare PAX3-NCOA1 a également été recherché de fagon
systématique. Cette étude a montré que globalement, les nARMS partageaient des
caractéristiques moléculaires identiques aux ERMS. Plus que I'histologie, le facteur
clé pour différencier les ARMS de ERMS en termes de biologie et de progression
clinique serait donc la présence ou I'absence de genes de fusion. Au cours de cette
étude, sur la base des profils d’expression des ARNm, seul le cas de pARMS a
transcrit rare de type PAX3-NCOA1 se comportait différemment des autres pARMS

a transcrits courants.
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Ces résultats sont en parfaite adéquation avec les résultats préliminaires que
nous avons publiés dans la revue Sarcoma (cf. article III) (Gougelet et al., 2011a),
puisque sur la base des profils d’expression des microARN, nous avons montré qu’il
existait des signatures d’expression des microARN permettant de discriminer a la
fois les pARMS des ERMS et des entités de la zone grise, mais également, au sein des
PARMS, les entités possédant des transcrits de fusion type PAX3-FOXO1 de celles
possédant des transcrits de fusion de type pAX7-FOXOL1. Les profils d’expression des
microARN sont donc potentiellement utilisables en tant qu’outil de diagnostic a forte

valeur ajoutée.

L’article suivant publié dans Sarcoma présente également la poursuite de nos
travaux entrepris dans les ostéosarcomes, a savoir 'utilisation des microARN pour
répondre aux problématiques liées au traitement des sarcomes. En utilisant des
lignées cellulaires humaines d’ostéosarcome, de chondrosarcome et de lymphome de
Burkitt, nous montrons tout d’abord que les effets des différents agents
chimiothérapiques sur les profils d’expression des microARN sont cellule-spécifiques
et médicament-spécifiques. Nous montrons ensuite que pour les ostéosarcomes, les
modifications observées dans les niveaux d’expression des microARN refletent
plutot le phénotype tumoral que les caractéristiques génomiques intrinseques,
puisque ces modifications ne sont pas corrélées avec les profils génomiques obtenus
par technique CGH.

Plus généralement, cet article peut étre vu comme une synthese des
applications cliniques envisageables dans un futur proche, grace aux profils

d’expression des microARN.

Document a suivre :

Article III : MiRNA profiling: how to bypass the current difficulties in the diagnosis

and treatment of sarcomas.
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Sarcomas are divided into a group with specific alterations and a second presenting a complex karyotype, sometimes difficult to
diagnose or with few therapeutic options available. We assessed if miRNA profiling by TagMan low density arrays could predict
the response of undifferentiated rhabdomyosarcoma (RMS) and osteosarcoma to treatment. We showed that miRNA signatures
in response to a therapeutic agent (chemotherapy or the mTOR inhibitor RAD-001) were cell and drug specific on cell lines and a
rat osteosarcoma model. This miRNA signature was related to cell or tumour sensitivity to this treatment and might be not due to
chromosomal aberrations, as revealed by a CGH array analysis of rat tumours. Strikingly, miRNA profiling gave promising results
for patient rhabdomyosarcoma, discriminating all types of RMS: (Pax+) or undifferentiated alveolar RMS as well as embryonal
RMS. As highlighted by these results, miRNA profiling emerges as a potent molecular diagnostic tool for complex karyotype

sarcomas.

1. Introduction

Sarcomas are rare malignant tumours arising in connec-
tive tissues like fat, muscle, bones, and cartilage. Accord-
ing to molecular cytogenetic alterations, sarcomas could
be divided into two classes: (1) sarcomas with specific
alterations (translocation, oncogenic mutation) including
Ewing sarcoma, gastrointestinal stromal tumours, and alve-
olar rhabdomyosarcoma (2) sarcomas with complex kary-
otype like leiomyosarcoma, pleomorphic liposarcoma, or
osteosarcoma. Osteosarcoma is the most frequent primary
malignant bone tumours, characterized by its metastatic
potent particularly in lung sites and its resistance to con-
ventional treatments like chemotherapy and radiotherapy
[1]. Even if the median survival of osteosarcoma patients
has been improved through preoperative administration of
chemotherapeutic agents, there are nowadays around 40%

poor-responder patients [2]. In fact, osteosarcoma tumours
often resist or relapse to presurgical chemotherapeutic
treatment, and only few therapeutic options are possible
and generally noncurative [3]. A second intensive cure of
chemotherapy is currently administered in this case. Thus, it
seems essential to develop a diagnosis tool to predict tumour
response to chemotherapy to avoid the administration of
inefficient drugs. There is also a need for efficient therapeutic
alternatives based on the discovery of new targets involved in
osteosarcoma tumourigenesis.

Rhabdomyosarcoma (RMS) is one of the most common
soft-tissue sarcoma. Three types of RMS are observed:
alveolar RMS (20%), embryonal RMS (eRMS, 60%), and
pleomorphic RMS (20%). 70% aRMS present a specific
translocation of the transcription factor Pax3 at the 3’end
of FOXO1, creating a potent transcription factor able to
induce myogenesis and survival [4]. 10% aRMS present
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a translocation of Pax7 with FOXO1 [5]. aRMS are of bad
prognosis as compared to eRMS, particularly those with Pax3
fusion gene [6]. Thus, it appears primordial to obtain a
diagnosis tool identifying precisely the RMS subtypes, and
particularly discriminating Pax-aRMS from eRMS, difficult
to separate according to patient survival characteristics, gene
expression profiles, and CGH arrays [7].

Micro-RNAs (miRNAs) are promising diagnosis bio-
markers with their tissue specificities and their involve-ment
in oncogenic process [8]. miRNAs are non-coding small
RNA molecules synthesized from intronic regions with a
size range from 16 to 35 nucleotides. They are processed by
specific complexes of proteins containing Drosha and Dicer
to be matured and finally integrated in RISC complexes
[9, 10]. Mature miRNAs match with complementary
sequences in messenger RNAs resulting in translation
inhibition and accelerated mRNA degradation [11]. miRNA
expression levels are characteristic for one tissue to regulate
gene expression during growth and development, as it
was shown for skeletal tissue and muscle development
[12-14]. Their expression is also deregulated in many
cancers [15, 16], resulting in a tumour miRNA signature,
which could be useful for their classification in line with
their tissue origin and molecular alterations [17-19]. Thus,
they currently constitute potent biomarkers for cancer diag-
nosis [18, 20] with their abilities to be detected in patient
serum. A noninvasive diagnostic tool based on miRNAs for
osteosarcoma could be very useful to adapt chemotherapy
protocols to tumour biological specificities.

In this study, we performed the miRNA profiling of sar-
coma cell lines, human or rat tumours, to assess if miRNAs
could constitute potent biomarkers to surpass the current
limitations for rhabdomyosarcoma diagnosis and osteosar-
coma treatment. miRNA expression levels were determined
using microfluidic cards performing high-throughput Taq-
Man Low Density Arrays (TLDA), a real-time quantitative
PCR (RT-qPCR) assays based on TagMan technology. We
firstly studied the effects of different chemotherapeutic
agents on osteosarcoma cell miRNA profiles; we observed
that these miRNA signatures were cell specific and drug spe-
cific. A CGH array of osteosarcoma tumours obtained from
a rat model revealed that this miRNA signature, conserved
in rat and human cells, was independent of chromosomal
rearrangements, suggesting that miRNA profiles were linked
to tumour phenotypes rather than to their genetic back-
ground. Of great interest, a miRNA signature was identified
in rhabdomyosarcoma tumours from patients in accordance
with the molecular translocation Pax3 or Pax7. This sig-
nature was in fact a potent tool to discriminate alveolar
RMS (Pax-) from embryonal RMS, indistinguishable by the
molecular techniques currently used. In conclusion, miRNA
profiling constitutes a promising technology as an alternative
or a partner of usual molecular techniques to overcome the
present difficulties in diagnosis and treatment of sarcomas.

2. Experimental Procedures

2.1. Human Rhabdomyosarcoma Tumours. Seventeen pa-
tients treated for rhabdomyosarcoma in the Centre Léon
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Bérard were included in this study. Four frozen tumours and
thirteen formalin-fixed paraffin-embedded tumours were
obtained from biopsies realized at the diagnosis. Tumour
diagnoses were realized by a referent anatomopathologist
specialist for this pathology by immunohistochemistry,
FISH, and qPCR.

2.2. Cancer Cell Lines. Five cancer cell lines were obtained
from ATCC (Manassas, VA, USA): the two human osteosar-
coma MNNG/HOS Cl #5 [R-1059-D] (reference CRL-15-
47) and Saos-2 (HTB-85) cells, the chondrosarcoma cell line
SW1353 (HTB-94) and the two Burkitt lymphoma Daudi
(CCL-213) and Namalwa (CRL-1432) cells. Osteosarcoma
and chondrosarcoma cells were grown in DMEM (Gibco,
Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% decomple-
mented fetal calf serum (Lonza, Basel, Switzerland), 10 mL
penicillin streptomycin (10 U/mL/10 yg/mL, Gibco, Carls-
bad, CA, USA), and 5mL L-glutamin (200 mM; Gibco)
at 37°C humidified atmosphere containing 5% CO,. Lym-
phoma cells were grown in RPMI (Gibco, Carlsbad, CA,
USA). Cells were exposed to 100 nM RAD-001 (Novartis),
50 uM ifosfamide (ifos, Baxter) or 1uM cisplatin (CDDP,
TEVA) or 100 uM methotrexate (MTX, TEVA) for 24, 48, and
72 h.

2.3. Rat Osteosarcoma Model. Procedures for animal care
were performed according to institutional and national
guidelines. Animals were anesthetized throughout all
surgical and imaging procedures with isoflurane/oxygen
(2.5%/2.5%, v/v) (Minerve, Esternay, France). The trans-
plantable orthotopic and metastatic rat osteosarcoma model
has been previously described [21-23]. This model mim-
ics its human counterpart in terms of aggressiveness,
metastatic spreading and chemoresistance phenotype [21-
23]. All the tumours obtained were classified as osteoblastic
following histological analyses. Briefly, small tumour frag-
ments (100 mm?) taken from a hyperproliferative osteogenic
tumour area were grafted on 3-weeks old immunocom-
petents Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA, USA). Using a lateral approach, a tumour
fragment was placed contiguous to tibial diaphysis after
periosteal abrasion; then, the cutaneous and muscular
wounds were sutured. Fourteen days after tumour trans-
plantation, animals underwent a first 8F"FDG PET Scan
and were randomly assigned to a control group treated with
saline solution or a treated group exposed to a subcutaneous
dose of 10mg/kg ifosfamide (ifos, Baxter, Deerfield, IL,
USA), 7 days apart (at days 15 and 22 after tumour transplan-
tation). A second '8F~FDG PET Scan was performed 7 days
after the second ifos administration. Animals were sacrificed
one week after the end of the treatment. Tumour and normal
tissue fragments (muscle, bone, and lung) were collected for
RNA extractions.

2.4. RNA Extraction and Quantitative Real-Time PCR. FFPE
tumours were lysed for 24 h in ATL buffer (Qiagen, France)
supplemented with proteinase K (Qiagen) at 60°C in rotative
agitation after different washes with toluene, ethanol, and
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tris/EDTA in this order. Total RNA was extracted from
tumour or cell pellets using a single phenol/chloroform
extraction protocol with Trizol, according to the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Five
hundred nanograms of total RNA were subjected to the
microfluidic PCR technology performed by Applied Biosys-
tems (Foster City, CA, USA). In brief, RNA was reversed
transcribed, using multiplexed specific looped miRNA
primers from the Tagman MicroRNA Reverse Transcription
kit. The second step consists in a real-time quantitative PCR
on TLDA: RT products are introduced through microchan-
nels into miniature wells that are preloaded with dehydrated
specific primers and probes. Recently, Applied biosystems
released the second version of TLDA, consisting of two cards
A and B. Analyses were performed for 377 miRNAs on card
A and 290 on card B.

2.5. PCR Data Normalization. For each miRNA, the thresh-
old cycle (Ct) was calculated by the ABI 7900 Sequence
Detection System software (plate by plate manual Ct analysis
with a threshold at 0.25 and automatic baseline). All further
data manipulations were done using R scripts. A cutoff
of 32 was applied to discard the late Ct values, except
for RMS analysis. Around 60% of miRNAs passed the
filtering criteria and were used for further analysis. For
each TLDA, quality controls were performed on the raw
data by checking internal controls and using box plot and
scatter plot diagrams. Samples with any kind of problems
were discarded so they would not introduce bias during
the following normalization procedures. We tested different
methods of normalization since the recommended “pseudo”
normalization factor mammU®6 plotted in each card was
not stably expressed in our different samples. Normalization
with the two most stable miRNAs identified by GeNorm
was not optimal too. Finally, a global normalization by
the median was chosen for its reliability over experiments.
Tissues included in a given analysis were treated altogether,
the normalization procedure being applied separately for
the two types of card, A and B. Distribution of normalized
data was checked with box plots and correlation plots. The
following formula was used to correct Ct values of every card:

Ct X (mean of medians)

(Normalized Ct) = (median of the card)

(1)

Through this approach, the new median value shared by
all samples can be considered as a sort of perfect “virtual
housekeeping gene”. Therefore, the standard AACt method
can be used to determine the relative quantities (RQ) as
follows:

ACt = (Normalized Ct) — (New shared median).  (2)

For the AACt calculation, it was more relevant for the
statistical analyses to use the mean of all ACt obtained across
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samples for each miRNA, instead of using the ACt of a
reference sample

AACt
= ACt — (Mean of ACt across samples for each miRNA),
(3)
RQ — 2—(AACt) (4)

2.6. miRNA Target Predictions. We compiled 4 databases
to determine miRNA targets: TargetScan 5.1, MiRanda,
PICTAR, and the miRbase databases. These databases search
the presence of conserved 8mer and 7mer sites on the 3’UTR
parts of messenger RNA that match the seed region of each
miRNA. It also predicts the efficacy of targeting for each
matching site. We created our own database which regrouped
each miRNA with the genelD of all their protein targets, for
rat and human. We only conserved couples miRNA/genelD
present in two databases at least.

2.7. miRNA-Regulated Cell Signalling Pathways Predictions.
We used the “G-language microarray” web application,
which allows the mapping of molecular dataset onto “Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) pathway
maps [24]. We first input miRNA-targeted proteins of
interest and the sum of RQ values for all miRNAs that
regulate these proteins, contained between 1 and 50; the
software then generates KEGG data to create FLASH graphics
of cell signalling pathways in which proteins are involved.
The colour intensity of a highlighted protein varies with the
strength of its regulation by miRNAs.

2.8. Proliferation Assay. Cells were plated in 96 well plates
at 5000 cells/well and exposed to 100 nM RAD-001, 50 uM
ifosfamide, 100 uM methotrexate, or 1 uM cisplatin or not
(NT). Cell growth was measured 24, 48, and 72h later
with 20 uL Cell Titer Glo luminescent reagent (Promega,
Madison, W1, USA) for 10 min. Luminescence was recorded
using a Microbeta reader (PerkinElmer, Fremont, CA, USA).

2.9. Western Blot. Pelleted cells were resuspended in lysis
buffer (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 250 mM, EDTA 5mM,
NaF 50 mM, Triton X-100 0.1%, orthovanadate 1 uM) plus
protease inhibitors for 30 min on ice. After a centrifugation at
14000 rpm for 10 min, supernatants were boiled for 5 min in
Laemmli sample buffer (Biorad, Hercules, CA, USA). Analy-
sis of protein content was performed on 4%-12% gradient
gel. After electrophoretic separation, 30 ug proteins were
electrotransferred on a polyvinylidene difluoride membrane
(Immobilon P, Millipore corp., Bedford, MA, USA). The
membrane was then blocked for 1h at room temperature
with blocking agent 0.2% in PBS/Tween 0.1%, probed
overnight with a primary rabbit antibody against the protein
of interest, and finally revealed with a secondary antirabbit
antibody HRP conjugated (Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY, USA) and ECL Advance system (GEhealthcare,
Chicago, IL, USA). Primary antibody used was obtained
from Cell Signaling (New England Biolabs, Beverly, MA,
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USA) used at 1/1000. The 5 actin was used as a reference
(Sigma).

2.10. CGH Array. Oligonucleotide-based microarray analy-
sis was performed using a custom-designed, 244K-feature
whole-rat genome microarray manufactured by Agilent
Technologies (Santa Clara, CA). Genomic DNA labeling,
array hybridization, and washing were performed as spec-
ified by the manufacturer (Agilent Technologies). Results
of aberration calls consisting of three or more consecutive
oligos were then displayed using custom oligonucleotide
CGH analysis software (Genespring).

2.11. Statistical Analysis. Normalized RQ data were directly
input into the TIBCO Spotfire DecisionSite for Functional
Genomics analysis software. We performed unsupervised
hierarchical clustering to classify samples by groups. The
selection of miRNAs useful to predict tumour response to
treatment was statistically realized using ANOVA tests with P
values of .05 at least. Results were verified through supervised
hierarchical clustering.

Data from miRNA lists of interest were then used as vari-
ables in a three-dimensional principal component analysis
(PCA) performed with R 2.9.0 package to demonstrate their
capabilities to distinguish types of tumours. PCA supplies
a simplified three-dimensional picture to our multivariate
dataset of miRNA RQ values. By mathematical combina-
tion of values according to their strength, three principal
components are created that represent as much as possible
the variability of the data. Thus, tumours possess three new
coordinates in a three-dimensional space. According to their
localization in this space, tumours form groups, and their
subtypes can be predicted.

3. Results

3.1. miRNA Signatures of Osteosarcoma Cell Lines. In our
recent study published in International Journal of Cancer,
we showed that the two osteosarcoma Saos-2 and CRL-15-
47 (15-47) cells mimic the biological response of human
osteosarcoma and tumours obtained from a rat model. In
fact, we identified in an osteosarcoma rat model a panel of
61 miRNAs discriminating tumours with a good response
to ifosfamide from those with a bad response [25]. On the
basis of this signature, we realized a principal component
analysis allowing predicting tumour response. In this PCA
diagram, we could notice that the Saos-2 cells were predicted
as sensitive to ifosfamide contrary to 15-47 cells (Figure 3(b)
[25]), according the results obtained by a proliferation assay
(Figure 6(a) [25] and Figure S1). This was confirmed by a
PCA analysis realized with the miRNA signature identified in
human tumours (Figure S2). We so considered that these two
cell lines were an interesting model to study the importance
of miRNAs in cell response to treatment and to identify new
therapeutic strategies.

3.2. miRNA Signatures of Human Cancer Cell Lines. We
firstly performed a preliminary miRNA profiling on different
cell models to compare the miRNA profiles of osteosarcoma
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cells used in our laboratory to perform in vitro experiments,
Saos-2 and 15-47 cells, with the chondrosarcoma cells SW-
1353 (chondro) and the Burkitt lymphoma Daudi and
Namalwa cells. In a previous study, we identified 61 miRNAs
involved in osteosarcoma cell response to treatment [25].
We only conserved these miRNAs to realize an unsupervised
hierarchical clustering with the five cancer cell lines. As
shown in Figure 1(a), this miRNA signature was represen-
tative of the two human osteosarcoma cell lines, since these
two cells clustered together independently but closely to the
chondrosarcoma cells. These three cell lines were classed in
a distinct group from the two lymphoma cells Daudi and
Namalwa. This confirmed that each cancer cell line presents
a miRNA signature in accordance with their origin, as shown
by others [15, 16].

3.3. miRNA Profiles in Response to Chemotherapeutic Agents
Were Cell Specific. Then, we assessed if miRNA profiles were
specifically modified in response to chemotherapy. We chose
to expose osteosarcoma and lymphoma cells to ifosfamide,
an alkylating chemotherapeutic agent currently used for
paediatric osteosarcoma. A proliferation assay based on ATP
measurement showed that the only Saos-2 cell line was
moderately sensitive to 50 uM ifosfamide after 48 h exposure
(proliferation inhibition around 30%) (Figure S1). Based
on this observation, we decided to expose these cells to
50 uM ifosfamide for 24 h to realize miRNA profiling. On the
basis of the panel of 61 miRNAs identified in our previous
study [25], osteosarcoma cells were markedly different from
lymphoma cells, confirming that miRNA profiles were cell
specific as shown by the unsupervised hierarchical clustering
in Figure 1(b). We could notice that Saos-2 cells present a
unique miRNA signature in which the majority of miRNAs
were overexpressed (in red in Figure 1(b)). A supervised
hierarchical clustering realized following an ANOVA P <
.03 between the Saos-2 sensitive cells versus the resistant
cells revealed that they effectively clustered according to
their sensitivity to ifos: Saos-2 in one hand, independently
to 15-47 cells and both lymphoma cells (Figure 1(c)). We
confirmed this observation with the other chemotherapeutic
agent ciplatin. As previously, cells were classified according to
their susceptibility to CDDP on the supervised hierarchical
clustering in Figure S3A (ANOVA P < .03): the 15-47 and
Namalwa cells, sensitive to CDDP based on the proliferation
assay in Figure S3B, clustered together, independently to
Daudi and Saos-2 cells refractory to this treatment.

3.4. Osteosarcoma Cell miRNA Profiles Were Specific of Each
Chemotherapeutic Agent. Thus, since miRNA signatures of
untreated as well as treated cells were cancer specific, we
assessed if each chemotherapeutic drug induced a different
miRNA profile in a same cell. As suggested previously
for osteosarcoma cells, cisplatin and ifosfamide exposure
resulted in quite different miRNA profiles. After a statistical
analysis with an ANOVA P < .03, we only found two
dicriminating miRNAs common to both miRNA signatures
induced by ifos and CDDP in the two cell lines (Figure S3).
In this context, we test a third cytotoxic agent currently
administered in osteosarcoma pathology, the methotrexate.
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F1GURE 1: Cancer cell miRNA signatures were consistent with their tissue origin and with their sensitivity to ifosfamide. (a) This unsupervised
hierarchical clustering only conserved the 61 miRNAs which discrimated osteosarcoma cells according to their response to treatment.
Osteosarcoma cell lines clustered together near chondrosarcoma cells and independently to the lymphoma Daudi and Namalwa cells. Each
row represents the relative levels of expression for each miRNA, and each column shows the expression levels for each sample. The red or
green colour indicates relatively high or low expression, respectively, while grey squares indicate no expressed miRNA. (b) and (c¢) miRNA
profiles after exposure to 50 uM ifosfamide for 24 h. (b) This unsupervised hierarchical clustering only conserved the 61 miRNA differently
expressed in osteosarcoma cells according to their sensitivity to ifos following an ANOVA (P < .03). (¢) This supervised hierarchical clustering
conserved miRNAs differently expressed in cells according to their response to treatment following an ANOVA (P < .05) after removing the
miRNAs whose expression depends on the cell types. The red or green colour indicates relatively high or low expression, respectively, while

grey squares indicate no expressed miRNA.

As shown in the unsupervised hierarchical clustering in
Figure 2, only conserving the 61 miRNAs of interest for
osteosarcoma response, as explained above, the miRNA
signature in the two osteosarcoma cells Saos-2 and 15-47
strongly differed from those observed for ifsofamide and
cisplatin. It is important to note that a majority of these
miRNAs were overexpressed in both cell lines in response
to MTX. This was relevant with their sensitivity to MTX
as shown in the proliferation assay in Figure 2(b). In
brief, it seems that discriminating miRNAs were generally
overexpressed in the cells after exposure to a cytotoxic
agent, to which they were sensitive, as it was also shown
for ifosfamide in the Saos-2 cells (Figure 1(b)). This also
confirmed that miRNAs predicting cell response to a
treatment differed according to the drug.

On the basis of these preliminary in vitro results, we could
suggest that miRNA profiles, due to their drug specificity,
could be a potent tool to predict a cancer cell response
to a treatment. Since osteosarcoma is currently resistant to
conventional treatments, the prediction of its response to one
agent could be a progress for this pathology.

3.5. Osteo- and Chondrosarcoma Cell Response to the mTOR
Inhibitor RAD-001. As highlighted by these previous data,

we were able to classify and predict osteosarcoma cell
response to chemotherapy. Our algorithms were not only
interesting for chemotherapeutic agents but also promising
to identify new targeted therapies to encounter osteosarcoma
resistance. Thus, we tested a potent drug for skeletal sarcoma
treatment, which inhibits the pro-oncogenic protein
mTOR, called RAD-001 (Everolimus, Novartis). mTOR
is often aberrantly activated in cancers and, in particular
in chondrosarcoma [26] and osteosarcoma [27]. mTOR
signalling has been described as implicated in tumour
development, metastasis, and drug resistance [28, 29];
thus, mTOR targeting successfully inhibits tumour growth
and renders them sensitive to conventional treatments
[30, 31]. RAD-001, acting in a similar manner than
rapamycin through the inhibition of mTORC1 complexes,
is currently tested in various clinical trials for renal cell
carcinoma (RECORD program), advanced papillary
tumours (RAPTOR), metastatic neuroendocrine tumours
(RAMSETE), or breast cancers (BOLERO).

Thus, we performed in vitro experiments on chon-
drosarcoma and osteosarcoma cells with 100nM RAD-
001. The Saos-2 and chondrosarcoma cell proliferation was
reduced of 40% following exposure to RAD-001 during 72 h
contrary to 15-47 cell growth (Figure 3(a)). In parallel, we

191



15-47 15-47 15-47 15-47 Saos  Saos  Saos  Saos
ifos NT CDDP MTX MTX CDDP ifos NT
(a)

120
100
80
60
40
20
0

Proliferation/
untreated (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time (h)

—— Saos-2 MTX
—— 15-47 MTX

(b)

FIGURE 2: miRNA expression profiles osteosarcoma cells were
specific for each chemotherapeutic agent. (a) This unsupervised
hierarchical clustering conserved the miRNAs identified as dis-
criminating for ifosfamide response after removing the miRNAs
whose expression depends on the cell types. Each row represents
the relative levels of expression for each miRNA, and each column
shows the expression levels for each sample. The red or green
colour indicates relatively high or low expression, respectively, while
grey squares indicate no expressed miRNA. (b) Cell growth was
measured by the Cell Titer GloLuminescent assay as described in
Section 2.6 24, 48, and 72 h after exposure to 100 uM methotrexate.
Results were represented as the mean % of proliferation normalized
to untreated cells of two independent experiments realized in
duplicate.

realized Western blot with RAD-001 on chondrosarcoma
and osteosarcoma cells concerning the major actors of the
mTOR cell signalling pathways. This revealed that the mTOR
pathway was inhibited by RAD-001 in chondrosarcoma cells
contrary to 15-47 cells, in particular eIF4G and p70 S6 kinase
whose phosphorylation level was decreased (Figure 3(b)).
Thus, we analysed if the miRNA signatures of these cells
were different and could explain their differential response to
RAD-001. We performed a supervised hierarchical clustering
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between untreated Saos-2, chondrosarcoma and 15-47 cells
following an ANOVA with P < .05. This clustering revealed
that 16 miRNAs discriminated the chondrosarcoma and
Saos-2 cells in one hand and the 15-47 cells in the other hand
(Figure 4). Except miR-146, Saos-2 and chondrosarcoma
overexpressed these contributory miRNAs.

Thereafter, as we have explained in our previous study on
osteosarcoma [25], miRNA profiling constitutes a potent tool
to identify miRNA-targeted cell signaling pathways through
an in silico approach. In our case, we searched if these miR-
NAs shown as differently expressed in cells according to their
response to RAD-001 potentially target the mTOR signalling
pathway. We created a database, as described in Section 2.6
which determine the predicted targets for these miRNAs
described in the miRbase. Then, we summed up the RQ
values for each miRNA in the Saos-2 and chondrosarcoma
cells sensitive to RAD-001 and concatenated with the genelD
of their protein targets. We finally inserted these data in
the G-language microarray web application, which connects
miRNA targets according to their involvement in similar
KEGG pathways, the mTOR pathway in this case. As shown
in Figure 5, the mTOR pathway is targeted by these miRNAs
and particularly its downstream proteins implicated in VEGF
signaling and autophagy processes, in particular RICTOR,
ATG1, and HIF-1a. Thus, the Saos-2 and chondrosarcoma
cells overexpressed miRNAs that potentially inhibit mTOR
signalling. Inhibition of these miRNAs through the use of
Locked Nucleic Acid (LNA) and qPCR measurement of
RICTOR, ATG1, and HIF1a could confirm this concept.

To resume, miRNAs constitute potent biomarkers to
determine the susceptibility to a treatment and could be very
useful to identify new therapeutic targets as an alternative of
chemotherapy for chondrosarcoma and osteosarcoma often
refractory to this treatment. In the next steps, we assessed if
these observations were relevant in vivo, with a model of rat
osteosarcoma and with patient samples.

3.6. Predictive miRNA Signature of a Rat Osteosarcoma Model
Was Probably Not Related to DNA Aberrations. As described
in other studies realized by members of our team [21, 22, 25],
we possess a rat osteosarcoma model mimicking the human
pathology concerning aggressiveness, chemoresistance and
the apparition of lung metastases (see Section 2.6). The
treatment of animals with ifosfamide results in two groups,
the good versus the bad or moderate responders, in a
proportion closer to that observed for patients. By miRNA
profiling, we were able to distinguish tumours sensitive to
ifosfamide from those refractory to this drug and above
all to predict the response of untreated tumours with ten
miRNAs through the use of statistical algorithms created
in our lab [25]. Following these interesting data, we would
like to confirm that this miRNA signature was specific of
tumour response to treatment and not related to different
tumour genetic backgrounds. We thus realized an analysis
in CGH array with the same tumours used for miRNA
profiling. We analysed two tumours of each type, untreated,
treated with ifosfamide and good responder, or treated
with ifosfamide and bad responder, as compared to the
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Figure 3: mTOR inhibition by RAD-001 in chondrosarcoma resulted in cell proliferation inhibition. (a) Cell growth was measured by the
Cell Titer GloLuminescent assay as described in Section 2.6 24, 48, and 72 h after exposure to 100 nM RAD-001. Results were represented as
the mean % of proliferation normalized to untreated cells of two independent experiments realized in duplicate. A Fisher test was realized,
NS corresponds to “nonsignificant”. (b) Western blot analysis of RAD-001 effects on the mTOR pathway in the chondrosarcoma and 15-47
osteosarcoma cells exposed or not (NT) to doxorubicin (dox). 30 ug protein extracts were analysed by Western blot with antibodies 1/1000
against actors of the mTOR pathway (phosphorylated form or not) (Cell signalling, Beverly MA).

same untreated bone sample, the reference tissue in CGH
analysis. The majority of chromosomal aberrations observed
in CGH array was common to untreated tumours and treated
tumours, regardless of their response to treatment (Figure 6).
The few different abnormalities were essentially linked to
individual tumour biological specificities.

We compiled all abnormalities and verified in our
“home-made” database if any miRNA, identified as discri-
minating of tumour response, was located in these DNA
regions. Interestingly, this in silico analysis also revealed that
neither miRNA nor gene were present in the few differential
aberrations observed in these tumours, in particular in the
chromosome 4 (Figure S4), suggesting that the different
miRNA profiles were rather linked to tumour response to
treatment and not due to upstream chromosomal rearrange-
ments. Although we could not rule out that some trans-
acting proteins could be deregulated consequently to these
aberrations, this suggested that all tumours were homo-
geneous and that an increase in some miRNAs in sensitive
tumours were due to their upregulation and not to a genetic
amplification.

It seems that molecular diagnosis based on miRNA pro-
filing highlights the tumour behaviour, that is, in response to
a treatment, and thus a phenotype rather than a genotype
contrary to CGH array. These two molecular techniques
could be a couple of choice to improve the care of patients
with pathologies currently hardly to diagnose.

3.7. Rhabdomyosarcoma miRNA Profiles Were Correlated to
their Histological Subtypes. Finally, to corroborate the pre-
vious idea considering that miRNA profiling could be very
helpful for uncertain diagnoses, we performed the miRNA
profiling of rhabdomyosarcoma samples. In fact, we recently
showed that miRNA profiling was reliable for osteosarcoma
diagnosis on 29 formalin-fixed paraffin embedded (FFPE)
biopsies of patients [25]. Based on the expression level of
a panel of five miRNAs, we successfully separated good
responders from bad responders to treatment. So, we
assessed if our TLDA platform was also competitive for
RMS diagnosis. We obtained seventeen tumours including
alveolar RMS patients, (Pax3+) (3 patients) or Pax7+ (2),
embryonal RMS patients (6) and negative fusion aRMS (6).
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FiGure 4: miRNA expression profiles of osteosarcoma and chon-
drosarcoma cells were consistent with their sensitivity to the
mTOR inhibitor RAD-001. This hierarchical clustering only con-
served miRNA differently expressed in tumours according to their
response to treatment following an ANOVA (P < .05). Each row
represents the relative levels of expression for each miRNA and each
column shows the expression levels for each sample. The red or
green colour indicates relatively high or low expression, respectively,
while grey squares indicate no expressed miRNA.

All these tumours were diagnosed through the use of
immunohistochemistry, FISH and qPCR, which were val-
idated by a referent anatomopathologist (Table S5). A
supervised hierarchical clustering on rhabdomyosarcoma
tumours following an ANOVA with a P value < .03 between
the four types of RMS, revealed that tumours clustered
according to their molecular alterations Pax3/FOXO1, Pax7/
FOXO1 or no translocation, on the basis of the expres-
sion level of 10 miRNAs (Figure 7(a)). (Pax+) tumours,
particularly those (Pax3+) overexpressed all these miRNAs.
Then, we performed a statistical analysis with these ten
miRNAs based on Principal Component Analysis, a method
which allows studying the variability between a set of
variables. This consists of assigning a new system of three
coordinates to each contributory miRNA by a mathematical
procedure. Then, RQ values of each miRNA are adjusted
for each tumour by the new coefficients obtained previously
and summed up. Thus, a 3-dimension PCA diagram was
realized with the three new coordinates for each tumour
(Figure 7(b)). Through this mathematical representation,
we could distinguish (Pax+) from fusion negative aRMS
and eRMS. eRMS also constitutes an independent group
with a high value of component 2 (represented in the y-
axis on Figure 7(b)). The fusion negative aRMS constitute a
separate group even if some samples were difficult to classify
in accordance with their uncertain diagnosis. Even if the
number of samples was low for each subset, a statistical
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analysis showed a significant P value between (Pax3+) and
(Pax7+) and between (Pax+) and (Pax—) tumours, 0.05 and
0.0005 respectively (Figure S6).

We showed that miRNA profiling was a potent tool to
discriminate fusion negative aRMS from embryonal RMS.
miRNAs could be useful biomarkers to improve the diagnosis
of this type of RMS, since fusion negative aRMS are currently
molecularly indistinguishable from eRMS [7].

4. Discussion

miRNA signatures are observed for many types of cancers,
that is, sarcoma [19], breast and prostate cancers [18, 32].
These signatures constitute potent diagnosis and prognosis
tools for chronic lymphocytic leukemia [33], colon ade-
nocarcinoma [34], or lung cancers [35]. Here, we showed
that osteosarcoma cell lines also expressed miRNA patterns
different from those of chondrosarcoma and lymphoma
cells (Figure 1(a)) and which allow us to discriminate cell
response to chemotherapeutic treatment (Figures 1(b), 2,
and S3). In addition, osteosarcoma miRNA signatures were
cell and drug specific (Figure 2(a)). This drug specificity of
osteosarcoma has also been observed by Song et al. with
U2-0S osteosarcoma tumour xenografts, in which different
miRNAs were deregulated in response to the chemothera-
peutic agents doxorubicin, cisplatin, and ifosfamide; only
3 miRNAs were commonly found deregulated in response
to all drugs [36]. With their specificity, miRNAs constitute
promising biomarkers to anticipate the tumour response to
a treatment of interest. As we have recently shown, through
miRNA profiling, we were able to predict osteosarcoma
tumour response to chemotherapy for rat tumours as well as
for patient FFPE biopsies [25]. Here, we showed that miRNA
profiles of osteosarcoma cells were in accordance with their
response to the mTOR inhibitor, RAD-001 (Figures 3 and 4).
The miRNAs deregulated in response to this drug in sensitive
cells, effectively targeted the mTOR pathway, in particular the
downstream proteins eIF4G and p70 S6 kinase (Figure 3(b)),
and potentially RICTOR, ATG1 and HIFla, which might be
validated by qPCR analysis (Figure 5).

In brief, miRNAs appeared very useful for the iden-
tification of new exciting therapeutic approaches through
the targeting of some miRNA protein targets or some
miRNAs involved in tumour development themselves. In
future, we would like to confirm the implication of these
miRNAs in treatment response in vitro through the use
of miRNA mimics or inversely of Locked Nucleic Acid
(LNA) against these miRNAs. As mentioned in this study,
we possess an interesting in vitro osteosarcoma model, on
which we could test the miRNA functionality in the presence
of the different drugs used in this work. Following the
validation of miRNA involvement in vitro, we would also
test these mimics or LNAs in vivo in the model of rat
osteosarcoma. This approach has been successfully employed
in rhabdomyosarcoma through the conditional expression of
miR-206 in mice [37] and could become a potent therapeutic
strategies [38].

In addition to the identification of new targets, miRNA
also constitute an interesting alternative to the conventional
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molecular technologies routinely used for cancer diagnosis.
In fact, osteosarcoma present complex karyotypic alterations
rendered them difficult to diagnose with current diagnostic
methods, like CGH array [39]. With the rat osteosarcoma
model, we confirmed that tumours presented numerous long
chromosomal aberrations (Figure 6). These abnormalities
were generally common to all tumours, regardless to their
susceptibility to treatment and neither miRNAs of interest
nor genes were located in these regions (Figure S4). Even
if some proteins involved in the regulation of miRNA
expression (trans-acting factors or epigenetic regulating
factors) could be deregulated following these mutations,
the miRNA profiles observed in rat tumours might be
correlated to the effects of the cytotoxic drugs on the miRNA
machinery and no to upstream DNA rearrangements. Even
if miRNAs could be submitted to epigenetic regulation like
methylation or acetylation, this only concerns 5% to 10%
miRNAs, and we could consider that this process is minor
for the miRNA signature of osteosarcoma tumours and
cells based on 61miRNAs [40, 41]. Enthusiastically, our
work is the first suggesting that miRNA signatures were
not correlated to DNA amplifications, as it was observed
for neuroblastoma [42] or in mixed lineage leukemia [43].
Although our cohort was not fully satisfying, it appeared
that miRNA profiling could predict tumour response to
treatment by reflecting tumour biological specificities and
not genotypic characteristics. This work also highlights

miRNA measurement as an interesting partner to CGH
array in the case of pathologies with unstable karyotypes.
In the same way, Selvarajah et al. was the first to suggest a
combination of CGH array and interphase FISH to better
understanding osteosarcoma pathogenesis [44].

miRNA patterns were not only related with osteosarcoma
phenotypic properties but also with rhabdomyosarcoma
histological subtypes. By miRNA profiling, we were able to
discriminate the different subtypes of rhabdomyosarcoma:
Pax3+ or Pax7+ or fusion negative, classically difficult to
diagnose by histological analysis (Figure 7(a)). This miRNA
pattern was unique since all miRNAS identified as discrim-
inating are no or weakly described in the literature. Very
interestingly, on the basis of their miRNA profiles, our
algorithms allow us to discriminate embryonal RMS from
fusion negative aRMS (Figure 7(b)). It was in agreement with
the work of Wachtel et al. identifying different expression
profiles linked to aRMS (Pax+), fusion negative aRMS, and
eRMS [45].

Altogether, it seems that miRNA measurement is advan-
tageous for sarcoma with complex karyotype, since fusion
negative RMS, similarly to osteosarcoma, are characterized
by a complex karyotype linked to allelic imbalance, loss of
heterozygoty and heterogeneous gene expression profiles.
Although the molecular classification of fusion negative RMS
is always controversial, our work corroborates the study of
Davicioni et al. suggesting that Pax/FOXO1 dictates a specific
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expression signature in RMS by oligonucleotide microarray ~ characteristics, gene expression profiles, and CGH arrays [7].
expression profiling [46]. Inversely, this differs from the  In fact, our work and theirs were not totally contradictory,
recent work of Williamson suggesting that fusion negative  since they only focused on genomic analysis. As suggested
alveolar rhabdomyosarcoma is difficult to distinguish from  for osteosarcoma, miRNA patterns reflect the phenotypic
embryonal rhabdomyosarcoma concerning patient survival ~ tumour properties rather than its genetic and could be
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with their molecular alterations. (a) This supervised hierarchical
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Section 2.6.
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a promising alternative for RMS diagnosis to surpass the
current limitations of molecular analysis combined to tradi-
tional histopathology.

Thus, it seems that miRNA profiling could be very useful
for osteosarcoma and rhabdomyosarcoma diagnosis. Here,
we showed that on the basis of ten miRNAs, we were able to
separate the different subtypes of RMS. We have previously
suggested that a panel of five miRNAs was statistically
sufficient to distinguish the potent response of osteosarcoma
patients to treatment [25]. The TLDA technology presents
numerous advantages including its need for few amount of
total RNA and the possible analysis of FFPE samples, as
it was previously shown by others [47-49]. This method
is especially useful to detect circulating miRNAs in patient
serum, an emerging field these two past years [50, 51].
A blood-based molecular diagnosis tool through miRNA
profiling from patient serum could be a major advance for
osteosarcoma, requiring a biopsy for its diagnosis, which
could result in a secondary amputation.

Altogether, these promising results open up the way to
a new diagnosis tool based on miRNA for osteosarcoma as
well as rhabdomyosarcoma, which could improve patient
survival in both cases through the prediction of patient
response to chemotherapy and the precise identification of
RMS subtypes, respectively.
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3. Caractérisation génomique des rhabdomyosarcomes a transcrits rares

Nous avons montré qu’il était possible d’affiner la classification des RMS a
'aide des profils microARN. A la suite de ce travail, nous avons entrepris de réaliser
une caractérisation moléculaire exhaustive de tous les cas ambigus de RMS que nous
avons rencontré au cours de notre activité diagnostique, c'est-a-dire des cas situés
dans la zone grise entre ARMS et ERMS. Ce travail de caractérisation génomique est
toujours en cours, et a pour but d’identifier d’éventuels ARMS a transcrits rares ou
de vrais nARMS, afin de mieux comprendre leur biologie. A cette fin, un tri initial de
notre cohorte de rhabdomyosarcomes nous a permis d’extraire 47 cas difficiles, sur la
base d'un code ADICAP additionnel, propre a notre laboratoire, possédant la
signification suivante : « rhabdomyosarcome indifférencié difficile a classer ». Selon
nos criteres, sont regroupés sous ce code les RMS difficiles de morphologie
indifférenciée, les formes mixtes, et les ARMS de morphologie plus classique, mais

pour lesquels aucun transcrit courant n’a été détecté par technique FISH et RT-PCRq.

3.1. Recherche de cas rares grace aux profils d’expression des microARN

A la suite de la publication de notre travail sur les RMS dans la revue Sarcoma,
nous avons poursuivi nos investigations sur un mode prospectif, en passant en
TLDA tous les cas diagnostiques pour lesquels nos médecins anatomopathologistes
prescrivaient une demande de recherche des transcrits de fusion PAX3-FOXO1 et
PAX7-FOXO1 par RT-PCRq, et pour lesquels il restait du matériel biologique extrait
apres rendu du résultat complémentaire. Chaque nouveau cas est injecté dans une
ACP supervisée, a la recherche d'un comportement inattendu pour l'un des

échantillons.
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A la date d’aujourd’hui, cette approche nous a permis de détecter la présence
de deux cas potentiels d”ARMS sans transcrits ou d’ARMS a transcrits rares, mais
dans les deux cas, il n'a pas été possible de poursuivre nos investigations, car le
matériel tumoral était épuisé. Cependant, de maniere inattendue, les profils
d’expression des microARN nous ont permis de détecter que trois tumeurs de type
ERMS classique sur la morphologie, ne se comportaient pas du tout comme les autres

ERMS de notre cohorte (figure 37).
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Figure 37 : ACP supervisée de 41 RMS pour lesquels les profils d’expression des microARN ont été
établis sur la plateforme TLDA.

Les pARMS de type PAX3-FOXOL1 sont représentés en rouge, les pARMS de type PAX7-FOXO1 sont
représentés en vert, et tous les autres cas sont représentés en noir (principalement ERMS et RMS
difficiles de la zone grise). Trois cas diagnostiqués comme des ERMS sur la morphologie se
comportent tres différemment des autres ERMS, ils sont entourés en bleu (Analyse réalisée par H.

Philippon au centre Léon Bérard).
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Nous avons déja eu l'occasion d’approfondir I'un de ces cas particuliers
(échantillon F1773). Par technique FISH, nous n’avions pas trouvé de réarrangement
du gene FOXOL1. Nous avons alors effectué la recherche de réarrangement du gene
PAX3 par technique FISH, qui s’est avérée étre positive. Ce cas a ensuite été
caractérisé sur le plan génomique par technique CGH (voir partie 3.3. Etude de cas:
RMS embryonnaire a transcrit rare).

Nous projetons également d’effectuer en rétrospectif les profils d’expression des
microARN des 47 cas de la zone grise entre ARMS et ERMS, si le matériel tumoral

restant le permet.

3.2. Recherche des transcrits rares par technique FISH et PCR

Parmi les 47 RMS classés comme difficiles, 38 tumeurs avaient déja pu
bénéficier d'une technique FISH a l'aide de la sonde FOXO1 de type break-apart.
Parmi ces 38 tumeurs, nous avions obtenus 3 résultats non contributifs, 34 cas pour
lesquels le gene FOXOI1 n’était pas réarrangé, et 1 cas avec la présence d'un
réarrangement du gene FOXO1.

En ce qui concerne I'unique cas possédant un réarrangement du gene FOXO1,
une recherche des transcrits de fusion PAX3-FOXO1 et PAX7-FOXO1 par RT-PCRq a
I'Institut Bergonié a retrouvé la présence du transcrit de fusion le plus courant,
PAX3-FOXO1. Malgré la découverte d'un transcrit courant, ce cas est intéressant car
sa morphologie est tout a fait inhabituelle pour un rhabdomyosarcome alvéolaire. En
effet, notre médecin anatomopathologiste 1’a classé dans une variante embryonnaire
a cellules fusiformes, et lui a secondairement attribué notre code ADICAP interne
additionnel correspondant aux entités difficiles, en raison de la discordance observée
entre la morphologie et la biologie moléculaire. Ce cas nous ayant été adressé pour
avis sous forme de coupes colorées HES et de lames blanches, nous n’avons pas

poursuivi ces investigations, méme s’il aurait été intéressant de connaitre le résultat
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de sa classification sur la base des profils d’expression des microARN, et de ses
anomalies génomiques.

Parmi les 34 cas pour lesquels nous n’avons pas observés de fission du gene
FOXOL1 par technique FISH, 31 blocs ou lames blanches étaient encore disponibles
dans notre laboratoire. Nous avons donc pu rechercher sur ces cas la présence
d’éventuels transcrits rares, a 'aide de la sonde PAX3 de type break-apart. En effet,
FOXOL1 n’étant pas réarrangé, cela exclut les deux translocations les plus courantes ;
si pour ces mémes cas le gene PAX3 est réarrangé, cela signifie que nous avons
forcément affaire a un transcrit rare de type PAX3-NCOA1, PAX3-NCOA2 ou PAX3-
FOXO4. Nous n’avons pas été en mesure d’obtenir une qualité d’hybridation
satisfaisante pour 13 cas, et 14 cas ne possédaient pas de réarrangement du gene
PAX3. En revanche, il nous a été possible de montrer un réarrangement du gene

PAX3 dans 4 cas.

Au final, sur les 47 cas initiaux, grace a la technique de FISH, nous avons pu
mettre en évidence la présence d'une translocation rare dans seulement 4 cas, soit
environ 8 % des RMS difficiles. Malheureusement, sur ces 4 cas, du matériel
biologique n’est exploitable que pour 1 seul d’entre eux, et nous n’avons pas encore
réussi a obtenir des quantités de matériel acceptables apres extraction (deux blocs

sont actuellement en cours de rappel a I'extérieur).

3.3. Caractérisation génomique par technique CGH sur puce

Sur la base des profils d’expression des microARN, nous avons vu que certains
RMS de diagnostic difficile ou considérés comme des nARMS se comportaient
différemment des ERMS et des ARMS a transcrits courants. Il a cependant été
difficile de rechercher les éventuels transcrits rares de type PAX3-NCOA1, PAX3-
NCOA2 et PAX3-FOXO4 sur ces mémes échantillons. En effet, pour des raisons

pratiques et techniques, il a été impossible d’obtenir des résultats complémentaires,
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que ce soit par technique PCRq, FISH ou CGH : la paucité des prélevements et les
techniques non contributives ont conduit a ce qu’aucun des échantillons utilisés dans

I"étude publiée dans la revue Sarcoma ne soit utilisable.

En parallele a I'étude des profils d’expression des microARN précédemment
présentée, ainsi qu’a la caractérisation des transcrits rares par techniques FISH et
PCRq, nous avons également essayé de séparer les ARMS des ERMS sur la base de
leurs profils génomiques, en utilisant une approche pan-génomique de type array
comparative genomic hybridization (aCGH). Pour linstant, seuls deux cas ont été
analysés. Le premier cas est 'ERMS a transcrit rare identifié intialement a partir des
profils d’expression des microARN, et le deuxieme cas est un ARMS évident sur la
morphologie, mais placé dans la zone grise puisqu’il ne possédait pas de
réarrangement du gene FOXO1 (la technique FISH concernant la détermination du

statut du gene PAX3 s’est avérée non contributive).

- Etude de cas : RMS embryonnaire a transcrit rare

Nous avons vu précédemment que sur la base des profils d’expression des
microARNs, un cas initialement classé en ERMS par les pathologistes, car de
morphologie évidente, semblait se comporter comme un ARMS a transcrit rare. Par
technique FISH, il a été retrouvé un transcrit rare impliquant le gene PAX3. Il s’agit
donc tres certainement d'un cas particulier tres rare d’'ERMS avec réarrangement du
gene PAX3, sans que le gene partenaire soit identifié, tel que l'unique cas rapporté

dans la littérature et décrit par I'équipe de Sawada (Hosoi et al., 2009).
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Figure 38 : profils génomiques aCGH obtenus sur plateforme Agilent.

(A) Profil génomique d'un ERMS paratesticulaire plus ou moins différencié avec composante
anaplasique focale, présentant une amplification des genes NOTCH2 et MDM2. (B) Profil génomique
d’'un ERMS de morphologie classique, mais présentant un transcrit rare impliquant le gene PAX3

(profils génomiques réalisés par S. Paindavoine, au Centre Léon Bérard).
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Le profil aCGH obtenu pour cette tumeur, présentant une morphologie
classique d’ERMS et un transcrit rare impliquant le gene PAX3, est compatible avec
un profil génomique d’ERMS (figure 38). On observe de multiples gains
chromosomiques, dont un gain de la totalité du chromosome 8, jamais observé par
I"équipe du Dr. Olivier Delattre sur leur cohorte de 50 pARMS a transcrits classiques
(Williamson et al., 2010). Aucun point de cassure n’est détectable au niveau des loci

des genes PAX3, PAX7, NCOA1, NCOA2 et FOXO4.

- Etude de cas : RMS alvéolaire a transcrit rare

Parmi les 11 cas de RMS classés en nARMS sur la base d'une morphologie
plutot classique d’ARMS, mais pour lesquels nous n’avions pas retrouvé les
transcrits courants PAX3-FOXO1 et PAX7-FOXO1 par technique FISH et RT-PCRq,
nous avons eu l'opportunité d’en tester un en technique aCGH, sur matériel fixé en
paraffine (figure 39).

Le profil génomique obtenu est compatible avec celui d’'un pARMS (Williamson
et al, 2010). En effet, on observe de multiples zones d’amplification sur les
chromosomes 1 et 2, dont une amplification du gene MDM4 (1q32.1) et du cluster de
genes miR-199A2 / miR-214 (1q24.3). Il existe également une perte du bras long du
chromosome 13, impliquant une délétion du gene suppresseur de tumeur RB1
(13q14). En revanche, il n’est pas retrouvé de gain des chromosomes 8 et 11. De
maniere intéressante, en plus d’'une délétion du gene RB1, nous avons trouvé deux
altérations génomiques de type amplification ayant pu contribuer a la tumorigenese
de cette tumeur. Il a déja été montré dans un modele tumoral de souris que
I'amplification du gene MDM4, un homologue du gene MDM2, contribue
directement a la tumorigenese par inhibition de 'activité du gene suppresseur de
tumeur P53 (Danovi et al., 2004). Le role du cluster de genes miR-199A2 / miR-214 est
plus controversé, mais il est décrit comme amplifié ou surexprimé dans de

nombreuses tumeurs (Yin et al., 2010; Tap et al., 2011).
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Figure 39 : profil génomique aCGH obtenu sur plateforme Agilent.
Cas d'un RMS pédiatrique classé en ARMS évident sur la morphologie, mais pour lequel il n’a pas été
retrouvé les transcrits de fusion courants. Présence de multiples zones d’amplification sur les

chromosomes 1 et 2 (profil génomique réalisé par S. Paindavoine, au Centre Léon Bérard).
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Malheureusement, la technique FISH a l'aide de la sonde PAX3 break-apart
s’est révélée étre non contributive. A ce stade, nous ne pouvons donc pas savoir s’il
s’agit d'un cas de pARMS possédant un transcrit rare impliquant le gene PAX3, d'un

PARMS a transcrit rare non répertorié, ou d"un véritable nARMS.

Comme nous l'avons vu a travers l'étude de ces quelques cas difficiles, la
frontiere entre ARMS et ERMS reste tres difficile a établir. Dans une situation idéale
ou tous les transcrits rares seraient détectés par des techniques de routine, il ne serait
a priori pas possible de trancher entre ARMS et ERMS sur ce seul résultat, puisque
nous avons montré, par exemple, quil existait des ERMS a morphologie et a
génomique classiques présentant des transcrits rares. Nous avons prouvé que la
morphologie et la biologie moléculaire donnaient parfois des résultats inattendus.

Afin de surmonter cette difficulté, il convient dans un premier temps d’étotfer
ces résultats morphologiques et moléculaires sur un nombre de cas plus important,
puis de les croiser avec les données cliniques concernant le pronostic et la réponse au
traitement de ces formes tres originales. En effet, pour les cas ou il existe une
discordance pour linstant inexplicable entre la morphologie et la biologie
moléculaire, seules les données cliniques de suivi des patients concernés permettront
de trancher sur la meilleure facon de les prendre en charge. Ce travail sera
particulierement difficile car ces entités sont rares, mais le bénéfice que nous
pourrions apporter aux patients serait indéniable. D’autre part, ces résultats
permettront d’affiner la classification nosologique des RMS en permettant une

meilleure compréhension de leur biologie et des voies métaboliques dérégulées.
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Autocrine role for Gas6 with Tyro3 and Axl in leiomyosarcomas

Les léiomyosarcomes (LMS) sont des tumeurs musculaires lisses malignes
représentant environ 15 % des sarcomes de l'adulte. Ces tumeurs sont
principalement retrouvées au niveau du rétropéritoine et de la cavité abdominale, de
I'utérus, des membres et des vaisseaux sanguins. Ce sont des tumeurs agressives de
mauvais pronostic, avec un taux de survie a 5 ans de 50 a 55 % et un taux de
métastases d’environ 40 % (Enzinger and Weiss, 1995). Les LMS sont généralement
traités par exérese chirurgicale complete et radiothérapie. Les LMS plus avancés ou
métastatiques répondent a la chimiothérapie, mais de maniere limitée.

Les LMS sont des sarcomes a génomique complexe, caractérisés par de
nombreux remaniements chromosomiques (Helman and Meltzer, 2003).
Aujourd’hui, aucun marqueur spécifique n’est connu, et il n’existe aucune stratégie
thérapeutique efficace. Le but de cette étude était donc d’identifier des cibles
potentielles par l'analyse des voies métaboliques altérées dans ces tumeurs, a partir
de I'établissement des profils d’expression protéique (puce a anticorps orientée sur la
détection des protéines kinases).

Les profils d’expression protéique de 13 LMS ont été comparés au profil d'un
échantillon de muscle lisse utérin sain, et quatre protéines ont été retrouvées
différentiellement exprimées. Cette étude a permis d’identifier Tyro3, Axl et Gas6
comme des acteurs d"une boucle autocrine activée dans un sous-groupe de LMS. Ces
observations pourraient avoir des conséquences importantes, a la fois pour la
compréhension de la biologie de ces tumeurs, mais aussi pour des applications
thérapeutiques pour ce groupe de patients ou aucune cible thérapeutique n’a été

encore identifiée.

Document a suivre :

Article IV en soumission : Autocrine role for Gasé, Tyro3 and Axl in

leiomyosarcomas.
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Abstract:

Rationale:

Leiomyosarcoma (LMS) represent 15% of adult sarcomas. The aim of this work was to
identify novel altered pathways in LMS which may be of therapeutic value for patients.
Material and methods

13 fresh frozen samples of soft tissue and visceral LMS were analyzed and compared with
normal smooth muscle uterine tissue (NSM) for phosphoproteomic profile. Four proteins
were found differentially expressed including Tyro3. The functional role of Tyro3 and its
ligand Gas6 was investigated in 2 LMS cell lines, SK-LMS-1 and CNIO-AA.

Results:

Four proteins and phosphoproteins were differentially expressed in LMS samples vs NSM: a
loss of FAK Y397 phosphorylation was observed in all LMSs while Tyro3, MSH2, and PKC
theta were consistently overexpressed. Gas6, the major ligand of Tyro3 was expressed in 8 of
the 13 LMS samples, and Gas6 expression highly correlated to Akt Y473 phosphorylation and
to a lesser extent to Erkl/2 phosphorylation. SK-LMS-1 and CNIO-AA LMS expressed
Tyro3, Axl and Gas6 at high level in CNIO-AA, while at low levels in SK-LMS-1. Exposure
of both cell lines to foretinib, a tyrosine kinase inhibitor of

Met, Axl and Tyro3, reduced cell viability and induced caspase 3/7 activation. Transfection of
CNIO-AA with siRNA directed against Tyro3 and Axl genes induced a reduction of the
expression of the specific proteins, and when combined, significantly reduced CNIO-AA cell
viability.

Conclusion:

Leiomyosarcomas overexpress Tyro3. Gas6, a ligand of Tyro3, exerts an autocrine activities

though Tyro3 and Axl in a subgroup of LMS.
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Introduction:

Leiomyosarcomas (LMS) account for 15% of all adult soft tissue and visceral sarcomas (1-4).
Primary sites include limbs, trunk, retroperitoneum, and visceral uterus (3). Despite
heterogeneous clinical presentations and biology, the management of LMS is based on a
complete surgical excision of the tumour followed or preceded, for most localisations, by
radiotherapy on the tumour bed (5). In advanced or metastatic LMS, doxorubicin, trabectedine
(8), gemcitabine and anti-angiogenic agents have a significant yet limited antitumour activity
(8-10). Leiomyosarcomas exhibit complex and heterogenous genomic alterations, with
probably different nosological entities. It would be useful to identify potential “driver” genes
in these tumours, as KIT for GIST (11-17).

The objective of the present work was to investigate the presence of abnormal proteomic
patterns in leiomyosarcomas cell lines and fresh frozen tumour samples to screen for possible
druggable targets. We report here that Tyro3 and its ligand Gas6 are expressed and activated

in LMS cell lines and fresh tissues, and contribute to LMS cell survival and proliferation.

Materials and Methods:

Cell lines and tumour samples:

The SK-LMS-1 uterine leiomyosarcoma cell line was purchased from ATCC (Manassas,
VA). The CNIO-AA cell line, derived from a soft tissue leiomyosarcoma, was obtained from
Pharmamar (Tres Cantos, Spain). Thirteen fresh frozen samples of LMS and normal smooth
muscle (NSM) uterine tissue sample were collected from the Centre Léon Bérard and the
ConticaBase tumour bank (conticabase.org). All patients gave a written consent to research

use of biological material according to the French laws.

Protein preparation for Kinex™ antibody microarrays:
Tumours and normal tissues were grinded in liquid nitrogen and suspended in lysis buffer.
The lysates were then centrifuged at 13000 rpm at 4°C and the amount of proteins in the

supernatant fraction was quantified using the Bio-Rad Dc Protein Assay.
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Kinex™ antibody microarray analysis:

The experiment was performed by Kinexus Bioinformatics Corporation (Vancouver, BC,
Canada). Briefly, tumour or normal tissue proteins were tagged with a fluorescent dye, then
incubated with the antibody microarray; target proteins were captured by specific antibodies
immobilized on the microarray, and unbound proteins were washed away. Captured proteins
were quantified according to the amount of dye signal within each spot. For this study,
Kinex™ Service used the KAM-1.1 chip containing over 650 antibodies each spotted in
duplicate. Antibodies are directed against 240 protein kinases, 28 phosphatases and 90 other
cell signalling proteins that regulate cell proliferation, stress and apoptosis, for a total of 630

proteins tested.

Western blot analysis:

Lysates of tumour cells were rocked for 30 min at 4°C, and centrifuged to remove insoluble
material. Supernatant protein contents were determined using Bio-Rad Dc Protein Assay
(500-0113-0114-0115). The normalized soluble proteins (supernatant fraction) were directly
analyzed by SDS-PAGE Western blotting with antibodies of interest.

Analysis of Tyro3 and Gas6 interaction:

The analysis of Tyro3 and Gas6 in the CNIO-AA cell lines was performed using the Duolink
assay (Uppsala, Sweden). Briefly, the two primary antibodies directed against Tyro3 and
Gas6 recognize the two antigens of interest in the cells and are recognized by two species-
specific secondary antibodies (provided in the Duolink kit) each labelled with a different short
DNA strand attached to it .When the secondary antibodies are in close proximity, the DNA
strands can interact through the addition of two other circle-forming DNA oligonucleotides,
which are then joined by enzymatic ligation. Upon addition of the amplification solution
(containing nucleotides and polymerase), several 100—fold replication of the DNA circle
occur, and fluorescent probes highlight the product. The resulting high concentration of
fluorescence in each single-molecule amplification product is visible as a bright spot in a

fluorescence microscope. Nuclei are counterstained with Dapi (blue).
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siRNA transfections:

The siRNAs examined in this study were synthesized by Dharmacon, Inc (Lafayette, CO,
USA): siGENOME smart pool - Human Axl: M-003104-03-0010, Human TYRO3: M-
003183-02-0010, Human GAS6: M-009069-00-0010. Cells were transfected with the
DharmaFECT 2 transfection reagent according to the manufacturer’s instructions. To
determine the efficiency of gene silencing, the whole cell lysates of the co-transfected cells
was used for western blotting as described above and probed using specific antibodies for

Gas6, Tyro3 and Axl.

Viability assay:

SK-LMS-1 and CNIO-AA leiomyosarcomas cells were plated in duplicate in 96-well plates
(625 cells/well and 2000 cells/well respectively). After 24h, the media was replaced by media
containing either non-targeting siRNA, siRNA directed against Gas6, Tyro3, or Axl
(Dharmacon), alone, in paired combinations or all together for 24, 48, and 72h. Relative
numbers of viable cells were measured in comparison to the untreated control and the siRNA
control (scramble) using the Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega,
Charbonniéres, France) according to the manufacturer’s instructions. Caspase 3/7 assays were
performed with the Promega luminescent assay caspase-Glo 3/7 luminescent reagent

(Promega, Charbonniéres, France).

Sources of antibodies and tyrosine kinase inhibitors:

The following antibodies were used: human Gas6 mouse monoclonal antibody, human Dtk
(Tyro3) goat polyclonal antibody, phosphor-Y799-Axl rabbit polyclonal antibody, human Axl
goat polyclonal antibody were obtained from R&D systems (France). Phospho-Y397-FAK
rabbit polyclonal antibody, FAK mouse monoclonal [12G4] antibody from Abcam (France),
phospho-S473-Akt rabbit monoclonal antibody from Epitomics (France), Akt rabbit
polyclonal antibody, P44/42 MAP kinase antibody, Phospho-p44/42 Thr 202/Tyr 204 MAP
Kinase antibody, PTEN (138G6) rabbit monoclonal antibody were obtained from Cell
signaling (France), B-actine: mouse monoclonal antibody from Sigma (France), GAPDH
mouse antibody from Biodesign (France). Foretinib, a tyrosine kinase inhibitor of VEGFR2,

Met, Axl and Tyro 3 was provided by Glaxo Smith Kline (GSK, North Carolina, USA).
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Statistical analysis:

For the statistical analysis of proteomic arrays, Excel® spreadsheets containing raw data, i.e.
spot signal and local background intensities were provided by Kinexus, as results for the
hybridization experiments and for each microarray. Duplicate values were averaged, and
samples were normalized by the mean, first in an intra-slide way (by pairs) to enable direct
comparison between samples, then in an inter-slide way to compare data derived from
samples that had been assayed on different slides within the same Kinexus batch. The raw
intensity data coming from the samples (LMS and NSM as a control) were normalized on an
Excel sheet according to Kinexus recommendations. Data of insufficient quality were then
removed, upon manufacturer’s recommendations by applying the following filters: 1) the
normalized intensities should be above 500 in at least one sample. 2) The signal/noise ratio
should be above 1.5. 3) In addition, mean values resulting from non consistent duplicates
were discarded when the error range was above 15%. 4) Finally, to keep only the most
discriminant antibodies, Log2 (ratio) values between samples were calculated and the
antibodies that had a two-fold change (|[Log2 (ratio) [>1) at least one time were selected. An
unsupervised clustering was then performed on the remaining 192 proteins selected, after a z-
score transformation. Viability rates between samples were compared with Student T test.
Protein expression levels between subgroups were compared using a chi square or Fisher’s

exact test.
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Results:

Protein expression of leiomyosarcoma vs normal uterine smooth muscle:

Four (phospho) proteins were most differentially expressed between normal smooth muscle
(NSM) and the 13 fresh leiomyosarcoma tumour samples tested. All leiomyosarcoma fresh
tissues showed a down regulation of the phosphorylation of FAK on tyrosine 397 (Figure 1).
The 3 most overexpressed proteins were Tyro-3, PKCO, and MSH2 (Figure 1). PKCO and
MSH?2 expression will not be further discussed in this paper.

Tyro-3, Axl and Gas6 expression in léiomyosarcome:

Tyro3 is a transmembrane tyrosine kinase receptors, structurally related to Axl and Mer (19).
The expression of Gas6, the ligand of Tyro3, and AxI, was investigated in LMS (19). In
Western blot, the 140 kDa and 120 kD isoforms of Tyro3 were found expressed at various
levels , the latter being detectable only in 8 of the 13 LMS tested (Figure 2). Tyro3 was also
detectable at lower level in NSM. No anti phospho-Tyro3 antibody was available for Western
blot analysis. Axl was found expressed and phosphorylated in 12 of the 13 samples, at
markedly variable levels (Figure 2, Table 1).

Gas6 was found expressed in 8 of the 13 LMS, and in NSM (Figure 2). Interestingly,
phosphorylation of Akt on S473 was low or non detectable in 5 of the 5 tumours with low or
undetectable Gas6 expression while all 8 tumours with high levels of Gas6 had high levels of
P-Akt on S473 (p=0.0003, Figure 2, Table 1). High levels of Erk1/2 phosphorylation were
observed in 9 of the 13 tumours, including all but 1 of the Gas6-expressing tumours (chi2,
p=0.02) (Table 1). No correlation between Gas6 expression and clinical presentation (grade,
gender, location) or outcome was found in this small series.

Protein expression of was investigated in the two LMS cell lines, CNIO-AA (a soft tissue
LMS) and SK-LMS-1 (a uterine LMS) using Western blot (Figure 3). CNIO-AA expressed
high levels of Gas6, Tyro3, Axl, phosphorylated Akt, phosphorylated Erk1/2, and low levels
of phosphorylated FAK Y397. Conversely, SK-LMS-1 expressed low to undetectable levels
of phosphorylated Akt but phosphorylated Erk1/2 and Y397-phosphorylated FAK in contrast
with what was observed in LMS samples (Figure 3). Gas6 was detectable at low
concentrations (<50pg/mL/106c¢ells/24h) in CNIO-AA but not in SK-LMS-1 supernatant.
Both cell lines had detectable Gas6 in cell lysates, The protein expression profile of CNIO-
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AA profile was therefore very similar to that of LMS samples with Gas6 expression, while

that of SK-LMS-1 differed of LMS tumour samples, including the uterine LMS sample.

Interaction and colocalisation of Tyro-3 and Gas6 in léiomyosarcome:

To further investigate a putative Gas6/Tyro-3 autocrine pathway in leiomyosarcomas,
weinvestigated the cellular interaction and co-localisation of Tyro3, Axl and Gas6 in SK-
LMS-1 and CNIO-AA using the DuoLink assay. As shown in figure 4A, Gas6 and Tyro3
colocalize in CNIO-AA with a dot-like pattern within the tumour cells (Figure 4A). This was
also observed with Axl and Gas6 (Figure 4B). Possibly because of the low level of Gas6
expression, the interaction of Gas6 with Tyro3 and Axl was not detectable in SK-LMS-1
(Figure 4C, 4D).

Response of leiomyosarcoma to exogenous Gas6:

Recombinant Gas6 was added to “low” Gas6-producing SK-LMS-1 culture. The addition of
exogenous Gas6 on SK-LMS-1 cell line induced a significant increase of Akt phosphorylation
in serum free conditions (Figure 5A). In the presence of serum, cell viability was not
increased by the addition of Gas6 (Figure 5B). Upon serum deprivation, cell viability
increased only marginally after 24 and 48 hours of exposure to Gas6 (Figure 5C). FAK Y397
phosphorylation was detectable in SK-LMS-1, and at low levels in CNIO-AA. Recombinant
Gas6 did not alter the phosphorylation of FAK Y397 in serum free conditions in both cell

lines (not shown).

Cell viability and caspase activity in cells exposed to Tyro3 and Axl inhibitors:

Anti-Gas6, and/or anti-Tyro3, and/or anti-Axl antibodies did not affect significantly SK-
LMS-1 or CNIO-AA cell viability nor Akt phosphorylation (not shown). Cell viability of SK-
LMS-1 and CNIO-AA cells was however reduced when cells were then cultured in the
presence of foretinib, a tyrosine kinase inhibitor Tyro3, Axl, VEGFR2, and Met. Foretinib
induced also an increase in caspase 3 and 7 activity (Figure 6). Phospho Axl expression was
reduced upon foretinib exposure. Akt phosphorylation was not reduced in CNIO-AA, which
lacks PTEN expression. CNIO-AA was then cultured with siRNA against Tyro3 and AxI.
These siRNA significantly reduced the expression of both proteins in cells (Figure 7A). Gas6
expression decreased at 3h in the presence of Gas6 siRNA (not shown), but Akt
phosphorylation was not affected in this PTEN negative cell line (Figure 7A). Tyro3 and Axl

218



PUBLICATION ANNEXE : Article IV

siRNA combination reduced cell viability of CNIO-AA after 24, 48 and 72 hours of
incubation (Figure 7B).

Discussion:

In the present work, we report that the Tyro3 and AxI receptor tyrosine kinases and their
ligand Gas6, act in an autocrine manner, promoting cell survival and activtatiobn of Akt in
leiomyosarcomas (LMS).

The initial goal was to identify novel targets I LMS by studying differences in proteomic
pattern in LMS as compared to the normal smooth muscle (NSM). The choice of uterine NSM
tissue as control was dictated by practical considerations (availability of hysterectomy
specimens), although the proteomic pattern of uterine smooth muscle cells may be different to
that of smooth muscle cells from other organs.

FAK Y397 was consistently hypophosphorylated in all LMS tested. Conversely, three
proteins were found significantly up regulated, Tyro3, PKCI[], and MSH2. The significance of
the overexpression of these 2 proteins is unclear (20), PKC[] has been found overexpressed in
GIST and PNET (21, 22) However, the present work is focused only on the role of Tyro3. Axl
and Tyro3 contribute to neoplastic transformation, tumour progression and resistance to
treatment in renal cell carcinoma, pancreatic adenocarcinoma, glioblastoma, breast
adenocarcinoma, synovial sarcoma (23-28). Tyro3 has been found activated and to contribute
to tumour progression in melanoma and thyroid cancer (29-31).

Tyro3 was found overexpressed as compared to NSM in all the 13 LMS samples and in 2
LMS cell lines. Axl was also expressed and phosphorylated but at variable levels, in LMS
samples and also in NSM. The overexpression of Tyro3 is therefore the specific molecular
feature of LMS cells. We are exploring with CGH array the specific amplification of these
genes on LMS samples.

Gas6 was expressed in 8 of the 13 LMS samples and this correlated with Akt
phosphorylation. Similarly, the CNIO-AA cell line, a soft tissue leiomyosarcomas
coexpressed Gas6 and phosphorylated Akt at high levels. This is consistent with the
involvement of the PI3K/Akt pathway in Tyro3 signalling (32). SK-LMS-1 (a uterine LMS)
expressed low levels of both Gas6 and phosphorylated Akt.

The observation of cellular colocalization of Tyro3 and Gas6 in the CNIO-AA cell line
confirms the binding of Gas6 to its receptor, showing an autocrine, possible intracrine,

pathway in this cell line. Of note while Gas6 was found undetectable in SK-LMS-1
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supernatant, and detectable at low level in CNIO-AA supernatant, it was present at high levels
in CNIO-AA tumour cell lysates, supporting a possible intracrine lopp of Gas6 and its
receptors in CNIO-AA, as already reported for KIT in GIST and IL-6 in renal cell carcinomas
(33, 34). The lack of detection of co-localisation in the SK-LMS-1 may result from the lower
level of expression of the cytokine in this cell line.

Antibodies against Axl, Tyro3 or Gas6 did not affect cellular proliferation in the 2 cell lines
possibly because they act in an intracrine loop as reported in other models (33, 34). In the
absence of serum, the SK-LMS-1 cell line experienced a dramatic decrease of cell viability,
despite the induction of Gas6 proteins. Recombinant Gas6 did not significantly increase cell
viability in the absence of serum possibly again because of a preferred intracrine mode of
action in this cell lines. Foretinib, a broad spectrum tyrosine kinase inhibitor of Axl and
Tyro3, but also VEGFR2 and Met, reduced cell viability and induced caspase 3/7 activity in
both cell lines. The pattern of Tyro3, Gas6 and phospho-Akt expression in CNIO-AA is
similar to that of LMS samples: combination siRNA against Axl and Tyro3 reduced
significantly CNIO-AA viability, as well as the expression of their respective protein, while
Gas6 siRNA induced only a transient decrease of Gas6 protein. SIRNA were not tested in the
SK-LMS-1 cell line.

Taken together, these results indicate that 1) Tyro3 is overexpressed in all LMS cell lines and
tumours, 2) Gas6 is expressed in a subgroup of LMS, 3) that Tyro3 and Gas6 colocalize
within an intracellular compartment in CNIO-AA, 4) Gas6 expression correlates with
phosphorylation of Akt, 5) Gas6 induces Akt phosphorylation in the SK-LMS-1 cell line, 6)
that foretinib induces caspase activation, and impairs cell viability in both cell lines.

Tyro3 may therefore be target for tyrosine kinase inhibitorsd in leiomyosarcoma patients. A
potential biomarker in this perspective may be Gas6 expression by leiomyosarcoma cells.

A downregulation of FAK phosphorylation on the critical Y397 residue was found an
important proteomic hallmark of leiomyosarcomas. This is in marked contrast with what is
observed in carcinoma models where FAK Y397 phosphorylation correlates to prognosis and
aggressiveness in ovarian carcinoma and other carcinoma (35). Loss of FAK Y397
phosphorylation was unrelated to the presence or addition of Gas6. FAK promotes invasion,
cell adhesion and matrix adhesion cross talk, as well as matrix adhesion independent cell
growth and a protection from anoikis (35-37). FAK has been shown to play an important role
in the formation of normal vascular structure by vascular smooth muscle cells (38). The loss
of this physiological function of FAK may contribute to neoplastic progression in LMS,
pointing out the possible vascular origin of most leiomyosarcomas. Actually, the
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identification of Tyro3/Gas6 pathway contributing to LMS cell survival also points to the
vascular smooth muscle cell origin of leiomyosarcoma cells in humans. Tyro3, Axl, and Gas6
are important signalling molecules for vascular smooth muscle cells (VSMC) (38). Gas6 is
induced following vascular injury, promotes VSMC migration (39), and prevents VSMC
apoptosis (40). A subgroup of leiomyosarcomas may well represent a neoplastic
transformation of VSMC.

In conclusion, we report on the presence of an autocrine loop of Tyro3 and Gas6 associated
with Akt activation in a subset of LMS. The Tyro3 family of receptors may represent an

attractive target for tyrosine kinase inhibitors in leiomyosarcomas expressing Gas6.
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Legends to the figures:

Figure 1: Four proteins differentially expressed in LMS vs normal smooth muscle
FiglA: Level of expression of phosphorylated FAK in leiomyosarcoma (LMS) samples vs
normal smooth muscle (NSM) according to the Kinex assay, expressed in arbitrary units
(normalized intensity); Figl B: Western blot showing the loss of FAK Y397 in LMS samples
vs NSM; FiglC: Relative expression (fold-increase of normalized intensities) of Tyro3, PKC
theta, and MSH2 proteins in LMS samples as compared to NSM using the Kinex assay.

Figure 2: Expression of Tyro3, Axl, Gas6, and Akt proteins in leiomysarcomas

Western blot evaluating the expression of Gas6, Tyro3, Axl, phosphorylated Axl, Akt,
phosphorylated Akt in LMS samples and normal smooth muscle (NSM) as detailed in
material and methods. All 5 tumours with low or undetectable levels of expression of Gas6
(LMS samples 1, 6, 7, 8, 13) had consistently low or undetectable levels of Akt protein
phosphorylated on S473, while all 8 other LMS tumours with detectable Gas6 have also high
levels of Akt protein phosphorylated on S473 (0 of 5 vs 8 of 8 p=0.0003).

Figure 3: Expression of Tyro-3, Gas6 and Axl, Erk and Akt in leiomyosarcoma cell lines
Western blot evaluating the expression of Gas6, Tyro3, Axl, Y397-phosphorylated FAK
(FAK P-Y397) S473- phosphorylated Akt (Akt P-S473), phosphorylated Erk1 / 2 (P-Erk1/2)

in leiomyosarcoma cell lines as detailed in material and methods.

Figure 4: Intracellular colocalisation of Tyro3 and its ligand Gas6

The Duolink assay (see material and methods), was used to demonstrate the interaction of
Tyro3 and its ligand Gas6 (Figd4A, FigdC) as well as Axl and Gas6 (FigdB, Fig4D) in the
CNIO-AA cell line (Fig4A, Fig4B) but not detectable in SK-LMS-1 cell line (FigdC, Fig4D).

Figure 5: Modulation of cell viability and Akt phosphorylation in SK-LMS-1 by
exogenous Gas6

Cell viability of SK-LMS-1 in the presence of exogenous Gas6 in the presence (Fig5A) or
absence of serum (Fig 5B) using the Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega). LCPS: luminescence counts per second Fig5C: Western blot showing the

modulation of Akt phosphorylation in SK-LMS-1 cell line by recombinant Gas6.
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Figure 6: Foretinib reduces viability and induces caspase activity in SK-LMS-1 and
CNIO-AA cell lines

Cells were cultured 24 hours in presence of the indicated concentrations of foretinib then
tested for cell viability using the Cell titer glow assay (Fig6A, FigbB) and caspase 3/7 activity
using the Promega luminescent assay caspase-Glo 3/7 luminescent reagent (Fig6C).

Foretinib blocks the proliferation of both cell lines and induces caspase 3 and 7 activation in a

dose dependent manner in the SK-LMS-1 and CNIO-AA cell lines.

Figure 7: siRNA directed against Gas6, Tyro3 and Axl reduce CNIO-AA cell viability
Fig7A: The expression of Tyro3 and Axl, in CNIO-AA exposed to 100nM specific siRNA ; *:
for P-Akt, cells were exposed to 100nM of Gas6 siRNA only.

Fig7B: The cell viability of CNIO-AA is decreased when cultured with Tyro3 and Axl siRNA

LCPS: luminescence counts per second.
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Tables

Table 1: Characteristics of the patients and semi-uantitative expression of molecular markers

Patientld Age Sex Grade S;)tfirz;:;e Gmcal Tyro3  ©2%6 pq  PhosPho pyy POSPhO gpqjy Phospho
LMS 1 80 M 3 Shoulder NED ++ 0 + ++ ++ + ++ ++
LMS 3 55 F 2 Retroperitoneum DOD ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
LMS 4 64 F 3 Thigh NED + ++ ++ + ++ ++ ++ ++
LMS 5 75 M 3 Thigh DOD ++ + + + ++ ++ ++ ++
LMS 6 64 F 3 Thigh DOD + 0 ++ + ++ 0 + 0
LMS 2 71 F 2 Thigh DOD ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 0
LMS 11 69 M 3 Abdominal wall DOD ++ 0 ++ + ++ 0 ++ 0
LMS 9 72 F 3 Trunk wall DOD ++ ++ + + ++ ++ ++ ++
LMS 10 69 M 2 Leg DOD + ++ + ++ ++ ++ ++ ++
LMS 8 65 F 3 Pelvis NED + 0 ++ + ++ + ++ ++
LMS 7 80 F 2 Arm AWD ++ 0 ++ + ++ + ++ 0
LMS 12 53 F 3 Uterus LFU + ++ + + ++ ++ ++ +
LMS 13 67 F 3 Retroperitoneum NED ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++

Legend :

AWD : alive with disease, DOD : dead of disease, NED : non evolutive disease, LFU : lost to follow-up,
Semi-qantitative evaluation of protein expression: 0: no expression, + low elvel of expression, ++ high level of expression
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Figures:

Figure 1: Loss of FAK P —-Y397, overexpression of PKCO, MSH2, Tyro3 in LMS

Fig. 1A

Kinex Assay

Fig. 1B
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Fig. 2: Expression of Tyro3, Axl, Gas6, and Akt proteins in leiomysarcomas samples.
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Fig. 3: Expression of Gas6, Tyro3 and Axl, FAK, Akt and Erk1/2 proteins in

leiomyosarcoma cell lines
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Fig.4: Intracellular colocalisation of Tyro3 and its ligand Gas6
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Fig. 5: Modulation of cell viability and Akt phosphorylation in SK-LMS-1 by

exogenous Gas6
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Fig. 6: Modulation of proliferation and apoptosis in SK-LMS-1 and CNIO-AA
with and AxI/Tyro3 tyrosine kinase inhibitor
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Fig. 7: Gas6, Tyro3 and Axl siRNA reduce CNIO-AA cell viability

AxI

Tyro3

P-Akt

Beta-actine

Exposure to siRNA
(hours)

3 6 24 48

250000 -
2000001 = _ = - =~ _ = -
) 150000 A i E - -
W a —
O 100000 - = T :
50000 -
o 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o
2 Q NN Q Q O . .o
Q & W0 SNSRI
S P 2 S W oe O O 4.,,/., N
S & A o @ &L L
4@ & o o RPN < N\
/O ) O ) () %
> &

0 24h
0 48h
£172h

237



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

238



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I. IMPORTANCE DE LA DETECTION DES BIAIS BIOLOGIQUES ET DES BIAIS
D’ANALYSE

Au cours du développement de notre méthodologie d’analyse des données
d’expression réalisées a partir de la plateforme TLDA (cf. article I, en soumission au
journal RNA), nous avons insisté sur les nombreux controles qualité qu’il était
indispensable de réaliser tout au long du processus d’analyse, de I'extraction des Ct
bruts a I'obtention des valeurs de log2(RQ). La détection des biais biologiques permet
avant tout a l'utilisateur de mieux cerner le comportement de ses données brutes,
afin de pouvoir leur appliquer la méthode de normalisation la plus adaptée. La
détection des biais de manipulations et d’analyse permet de s’assurer que les

modifications appliquées aux données sont cohérentes et statistiquement valides.

1. Biais biologiques

Comme la plupart des techniques de biologie moléculaire, la réalisation des
profils d’expression des microARN a partir de la plateforme TLDA est sujette a des
biais liés a la nature du prélevement analysé, et notamment a sa richesse et a son

hétérogénéité tumorale.

La richesse en cellules tumorales du prélevement analysé est primordiale. En
effet, les échantillons bruts de tumeurs sont toujours constitués d’un mélange de
cellules tumorales et de cellules stromales. Bien que ces cellules stromales jouent un
role important dans le développement de la tumeur et I'émergence de métastases
(Mueller and Fusenig, 2004; Kalluri and Zeisberg, 2006), seule 'analyse des cellules
tumorales permet d’appréhender les caractéristiques biologiques intrinseques d'une
tumeur. Les profils d’expression des microARN étant réalisés a partir d'une

extraction des ARN de plusieurs milliers de cellules, le profil d’expression observé
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est donc une moyenne des profils d’expression de chacune des cellules extraites. De
ce fait, il est important que l"échantillon de test possede un pourcentage de cellules
tumorales le plus élevé possible (on fixe généralement ce seuil a 50 %). Actuellement,
le pourcentage de cellules tumorales est évalué par un médecin
anatomopathologiste, généralement a partir d'une coupe colorée HES. Cependant,
méme pour des pathologistes expérimentés, un systeme de score est subjectif et
imprécis (Furness et al., 2003).

Au démarrage de ce travail de these, les profils d’expression des microARN
étaient réalisés a partir de solutions d’ARN déja extraites a partir de copeaux d'un
bloc de paraffine. Cette approche concernait en particulier les RMS, puisque la
plupart des tumeurs avaient bénéficié au préalable d’une recherche de transcrits de
fusion par PCRq. Le pourcentage de cellules tumorales n’a donc pas été évalué lors
de cette approche, puisque la méthode de diagnostic employée était une méthode du
tout ou rien (présence ou absence de transcrit de fusion). Par la suite, les tumeurs
pour lesquelles nous avons réalisé les profils d’expression sur plaques TLDA ont pu
bénéficier de grattages du bloc de paraffine dans une zone repérée par un
pathologiste, pour laquelle un pourcentage de cellules tumorales avait été évalué sur
coupe colorée HES.

En ce qui concerne les prélevements congelés analysés au cours de notre étude
sur la plateforme TLDA, le pourcentage tumoral n’a pas pu étre évalué puisque les
tumeurs ont été directement cryobroyées. La mesure du pourcentage de cellules
tumorales est plus compliquée a réaliser a partir d'un prélevement congelé. Cela
nécessite de débiter le fragment tumoral a I'aide d’un cryostat, afin d’en récupérer
des copeaux pour extraction, en veillant a apposer au cours de ce travail une coupe
congelée représentative sur lame blanche, pour une évaluation du pourcentage de
cellules tumorales apres coloration.

Il est tres difficile d‘évaluer les conséquences précises dune faible
représentativité tumorale d’un échantillon sur la base des profils d’expression de

genes, car les niveaux d’expression résultants dépendent fortement de la nature des
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cellules contaminantes (par exemple, cellules de tissus normaux environnants ou
cellules inflammatoires). II nous a tout de méme été possible d’observer ce
phénomeéne par une approche de technique CGH, sur une tumeur mélanique
analysée dans le cadre de notre activité diagnostique (figure 40). En effet, si la tumeur
est homogene, les décalages liés aux anomalies génomiques sont directement

proportionnels au pourcentage de cellules tumorales.
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Figure 40 : profils génomiques aCGH obtenus sur plateforme Agilent pour un méme échantillon de
tumeur mélanique, analysé sur deux zones différentes.

En haut, profil aCGH de la zone riche en cellules tumorales. Au milieu, profil aCGH de la zone pauvre
en cellules tumorales. Le graphique du bas est une superposition des deux profils. Lorsque le
pourcentage de cellules tumorales est faible, on observe un phénomeéne de dilution des anomalies
génomiques, et seules des «tendances» sont détectables (profils génomiques réalisés par S.

Paindavoine, au Centre Léon Bérard).
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Ainsi, il nous faut garder a l'esprit que la variabilité des profils d’expression
que nous avons pu observer entre des échantillons d’'un méme type tumoral peut en
partie étre expliquée par la représentativité en cellules tumorales de chacun de ces
prélevements. Certaines expressions différentielles ont également pu étre gommées
en raison de ce phénomene de dilution. Dans la mesure du possible, il convient donc
de travailler avec des échantillons correctement pré-sélectionnés par un médecin
anatomopathologiste. Une augmentation du nombre d’échantillons dans les cohortes

d’analyse permet généralement de gommer cette variabilité.

L’hétérogénéité tumorale est une donnée bien connue des médecins
anatomopathologistes, puisqu’elle est directement visible au niveau macroscopique
et microscopique, et influe fréquemment sur leur interprétation diagnostique. En
cytogénétique moléculaire, ce constat est également vérifié in situ, par 'intermédiaire
de la technique FISH. Un exemple frappant d’hétérogénéité tumorale a été mis a jour
au sein de notre équipe, lors d'un test diagnostique. Une tumeur sphérique bien
délimitée de type synovialosarcome présentait un réarrangement typique du gene
SS18 sur la totalité du prélevement; de facon additionnelle, nous avons mis en
évidence la présence d'une amplification du gene MDM2 sur une moitié seulement
de ce méme prélevement (figure 41).

L’hétérogénéité tumorale est aujourd’hui particulierement bien étudiée par les
biologistes moléculaires (Gerlinger et al., 2012; Ng et al., 2012). Elle pourrait étre I'un
des mécanismes expliquant 1'évolution et I’adaptation des cancers. Selon ce concept,
certaines tumeurs seraient une mosaique complexe formée de plusieurs clones

juxtaposés ou intriqués.
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Figure 41 : techniques de FISH réalisées sur coupe paraffine d’un échantillon de synovialosarcome.
Une photo de la lame HES représentative est présentée en haut de la figure. On observe la présence
d’un réarrangement du géne SS18 sur la totalité du prélevement (photo en bas a gauche), alors que
I"amplification du gene MDM2 (MDM2+) n’est présente que dans une moitié du prélevement (photos

en bas a droite) (techniques FISH réalisées par M. Perrin-Niquet, au Centre Léon Bérard).

Il est tres important de bien sélectionner la zone que I'on souhaite analyser, car
les biais biologiques liés a la richesse et a I'hétérogénéité tumorale sont difficilement
détectables et corrigeables (Roepman et al., 2009). La microdissection laser peut étre
d’une grande aide pour la réalisation de profils d’expression des microARN a partir
de zones d’intérét de tres petites tailles (Hackler, Jr. et al., 2012a; Hackler, Jr. et al,,
2012b), puisqu’il est aujourd’hui possible de réaliser des études sur cellule unique

(Kalisky and Quake, 2011).
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2. Biais de manipulations et d’analyse

Certains biais peuvent étre introduits lors de la manipulation des échantillons
biologiques. Au moment du prélevement tumoral chez le patient, certaines étapes
sont critiques pour les échantillons destinés aux analyses de biologie moléculaire a
partir de I’ARN (Jewell et al., 2002). Une fois 1'échantillon obtenu, il est conseillé de le
traiter immédiatement, par congélation dans l'azote liquide, par fixation dans le
formol ou par immersion dans du RNAlater®. Ceci est primordial pour les
échantillons destinés a une extraction ARN, car les RNases, enzymes qui dégradent
les ARN, s’activent des que le prélevement est en ischémie chaude (temps écoulé
entre le clampage vasculaire et l'exérese), et le phénomene se poursuit lors de
I'ischémie froide (délai entre 'exérese et la stabilisation définitive du tissu par la
congélation ou la fixation) (Lazarus, 1974). Dans le cadre de nos études des profils
d’expression des microARN sur plaque TLDA, cela pourrait se traduire par de
nombreuses valeurs de Ct indéterminées. En outre, il existe une activité métabolique
induite par I'ischémie, qui pourrait également venir perturber les profils d’expression
des microARN (Ma et al., 2012b). De telles anomalies seraient indétectables au niveau
de I'analyse des profils d’expression des microARN. Les temps d’ischémie relatifs a
chaque échantillon analysé ne sont généralement pas connus des biologistes
moléculaires, et il faut étre conscient qu’ils peuvent influencer les profils
d’expression des microARN. Cependant, en contrepartie, il a ét¢é montré que les
microARN seraient moins sujets a la dégradation que les ARNm (Jung et al., 2010).

Dans le cadre de l'analyse de prélevements osseux, et notamment pour
I’établissement des profils d’expression des microARN dans les OS, nous avons été
confrontés a des prélevements ayant subi une étape de décalcification. Cette étape
effectuée en routine dans les laboratoires d’anatomopathologie permet de ramollir
les tissus osseux, pour permettre les coupes de lames blanches au microtome. Il a été

montré que les agents décalcifiants dégradaient fortement les acides nucléiques
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(Shibata et al., 2000; Wickham et al., 2000). Notre expérience nous a prouvé que les
ARN extraits a partir d’échantillons décalcifiés a 1’acide trichloroacétique (TCA)
n'étaient pas exploitables pour létablissement des profils d’expression des
microARN (échantillons d’OS traités au CLB), alors que les échantillons décalcifiés a
I'EDTA se sont révélés parfaitement exploitables (échantillons d’OS traités a La
Timone).

Lors du développement de notre méthodologie d’analyse des données issues de
plaques TLDA, nous avons montré que la fixation des échantillons dans le formol
introduisait un biais particulier, non homogene sur la gamme dynamique des Ct, et
que ce biais devait étre corrigé lorsqu'un échantillon FFPE était comparé a un
échantillon congelé (cf. article I, en soumission au journal RNA). Nous avons montré
qu’il est possible de corriger ce biais a 'aide d'une procédure de normalisation locale
de type LOESS. Le graphique de corrélation de type MA, développé initialement
pour les données d’intensité des expériences d’hybridation sur puce, est également
indispensable pour analyser la nature des biais pouvant survenir lors d’expériences
issues de plaques TLDA. Cependant, de nombreuses autres conditions non testées
pourraient également induire des biais, et il n’est pas certain que ces biais soient
visibles sur ce type de graphique, d’ou l'importance de multiplier les controles a

'aide d’outils variés (boites a moustaches, diagramme de Pearson, etc.).

Apres une expérience de PCRq sur plaque TLDA, pour obtenir des résultats
ayant une signification biologique correcte, les données brutes vont étre
progressivement modifiées, de maniere séquentielle. Chacune de ces étapes peut étre
I'occasion d’introduire un éventuel biais de manipulation. L'utilisateur doit donc
placer de nombreux points de contrdle lui permettant de valider au fur et a mesure

ces transformations.
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Avant l'extraction des données brutes, il est indispensable de vérifier
visuellement les courbes d’amplification pour éliminer les puits aberrants. Sans ce
contrdle visuel, nous nous sommes apergus que le logiciel était capable de générer
des Ct cohérents a partir de puits pour lesquels il y avait manisfestement eu un
probleme technique lors de la réaction de PCRq (figure 42). Les puits présentants ce
type d’aberration doivent étre éliminés de tout le processus d’analyse, et considérés
comme des valeurs manquantes. En effet, sans cette précaution, ce type d’erreur

stochastique ne peut plus étre corrigé par la suite.

L ] es - s e - -

Figure 42 : analyse des intensités brutes de fluorescence avant extraction des données.

Exemples de deux puits anormaux générant une valeur de Ct cohérente (a gauche et a droite). Malgré
des intensités brutes de fluorescence ne montrant aucune augmentation (parties supérieures), les
algorithmes de calcul intégrant les différents signaux fluorescents génerent de vraies valeurs de Ct

(images extraites a partir du logiciel d’analyse RQ Manager).
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Comme nous l'avons décrit dans notre papier méthodologique, la facon dont
les données brutes sont extraites peut également étre une source de biais générant
des données imprécises. Nous avons montré que l'extraction des Cts bruts de
plaques TLDA individuelles réalisée a 'aide de seuils automatiquement calculés par
le logiciel générait une distribution des Cts en escalier (cf. article I, figure 1C).
Cependant, nous n’avons pas détecté ce probleme en réalisant des courbes de
distribution de maniere généralisée, mais plutdt grace aux graphiques de corrélation
de type AM (figure 43). Lors du contrdle qualité initial des données brutes, ce
graphique nous a servi également de méthode d’appréciation de la nature des biais.
Les nuages de points présentaient des zébrures d’aspect tres particulier, traduisant
une anomalie de la répartition des données brutes, et une corrélation anormale des

deux échantillons testés.
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Figure 43 : conséquences du phénomene de distribution des données en escalier.
Exemple de graphique AM réalisé dans le cadre de l'utilisation de la fonction LOESS, montrant une
répartition aberrante du nuage de points en arréte de poisson. Les données ont été extraites plaque par

plaque, en seuil automatique (image générée par le script R de normalisation LOESS).

En fait, dans ces conditions tres particulieres (analyse plaque par plaque en
seuil automatique), 1'algorithme de calcul de ce logiciel aboutit a la création de Ct
imprécis, correspondant presque a des arrondis aux valeurs entieres supérieures ou
inférieures. Ces résultats traduisent vraiment I'importance de réaliser une multitude

de controles qualité sur ses données, et de ne pas se contenter de suivre a la lettre les
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recommandations qui peuvent étre données par des solutions commerciales. Il faut
toujours garder un esprit critique sur ses données afin d’identifier d’éventuelles
anomalies. Malheureusement, de nombreuses études ont été publiées avec des
données présentant le biais décrit ci-dessus (Hui et al., 2009; Nissan et al., 2011). Les
résultats biologiques générés par ces études sont certainement impactés par ce biais,

meéme s’il est difficile d’en déduire des conséquences précises (figure 44).
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Figure 44 : données de la littérature présentant une distribution en escalier.
Exemples de graphiques de corrélation publiés montrant un biais évident dans la répartition des
nuages de points. A gauche, nuage de points publié par 'équipe de Hui, a droite, nuage de points

publié par I'équipe de Nissan (figures extraites a partir de (Hui et al., 2009; Nissan et al., 2011)).

Les étapes de normalisation sont également des étapes critiques ou il faut
corriger efficacement les biais, tout en veillant a ne pas en introduire de nouveaux.
Les méthodes de normalisation sont des algorithmes puissants, mais il faut étre
conscient de leurs limites. Ainsi, nous avons montré que la normalisation par les
quantiles était un algorithme particulierement restructurant, inadaptée a la
normalisation des données issues de la plateforme TLDA. En effet, les distributions

des données de chaque échantillon sont rendues strictement identiques. Cette
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méthode de normalisation ne pouvait donc pas étre adaptée a un trop petit nombre
de données, car elle est trop transformante. Au contraire, la méthode de
normalisation LOESS peut étre considérée comme une méthode douce, car elle
s’adapte completement a la forme du nuage de points, et il est possible d’apprécier
visuellement le placement de la courbe de régression. Un parametre de lissage peut
étre appliqué, et il doit étre choisi de telle sorte que la courbe de régression épouse la
forme du nuage, sans étre affectée par de trop petites variations locales (figure 45).

Cette méthode empirique est particulierement adaptée aux données d’expression

issues des plaques TLDA.
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Figure 45 : exemples de courbes LOESS en fonction du parametre de lissage appliqué.

Colonne de gauche, exemple d’'un lissage a 0,9. Colonne de droite, exemple d'un lissage extréme a 0,1.
Les deux méthodes semblent corriger efficacement le biais local, mais la méthode de droite introduit
des biais supplémentaires en raison d'un parameétre de lissage inadapté, gommant certaines

expressions différentielles (graphiques AM réalisés a 'aide du logiciel R).
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Au cours de ce travail de thése, nous avons été confrontés a une difficulté
d’interprétation des résultats liée a un autre probleme de normalisation, touchant
cette fois-ci la plateforme aCGH. Lorsque nous avons réalisé les profils génomiques
des RMS, nous avions pour but de les classer dans une des deux principales entités, a
savoir dans les ERMS ou dans les ARMS. Les cas de probables ERMS nous ont posé
quelques soucis, puisqu’entre nos mains, ces tumeurs ne présentaient que des gains,
alors que I'étude publiée par le Dr Olivier Delattre et portant sur une grosse cohorte
de 51 ERMS décrivait ces tumeurs comme présentant fréquemment des pertes
chromosomiques (figure 46-A) (Williamson et al., 2010).

Il est connu que les puces CGH ne détectent pas les polyploidies en raison des
procédures de normalisation globales qui sont appliquées (Balogh et al., 2011). Ces
mémes procédures de normalisation font que parfois, le niveau de base du profil
génomique, correspondant a un nombre de copies normal, n’est pas centré sur la
droite des ratios nuls. Cela arrive fréquemment lorsqu’il existe beaucoup de
déséquilibres dans un seul sens (du coté des gains ou du coté des pertes). Certains
logiciels d’analyse integrent d’ailleurs des fonctions de « centralisation » permettant
de corriger ces biais. Nous avons donc voulu savoir si notre profil d’'ERMS était
correctement normalisé, puisqu’il semblait possible de lui dessiner une nouvelle
ligne de base, qui permettrait alors de le rendre completement cohérent avec les

profils publiés (figure 46-B).
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Figure 46 : comparaison de profils aCGH.

A profils génomiques sommés d'une cohorte de 51 ERMS (Williamson et al., 2010). B: profil
génomique de notre cas controle d’ERMS. En appliquant une nouvelle ligne de base sur notre cas
d’ERMS, les chromosomes étant initialement sur 1’ancienne ligne de base se retrouvent en délétion, ce

qui correspond alors parfaitement aux anomalies publiées par I'équipe du Dr. Olivier Delattre.

A la suite de ces observations, nous avons réalisé un controle du nombre de
copies de quelques chromosomes a I'aide des sondes FISH suivantes : DDIT3 de type
break-apart en 12q13, FOXO1 de type break-apart en 13q14, et la sonde UroVysion,
constituée d'un cocktail de quatre sondes marquant les centromeres des
chromosomes 3, 7, et 17, et le gene CDKN2A en 9p21. Quelle que soit la sonde
utilisée, nous n’avons observé aucune perte de signal. Il semble au contraire exister
une polyploidie hétérogene, certainement liée a des anomalies de ségrégation des

chromosomes dans cette tumeur (figure 47).
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Figure 47 : photos de techniques FISH correspondant au cas contréle d'ERMS.

A gauche, résultat de 'hybridation a I'aide de la sonde UroVysion : on observe jusqu’a 12 copies du
chromosome 7 (sonde verte), et de 2 a 4 copies du chromosome 9 (sonde jaune). A droite, résultat de
I'hybridation a l'aide de la sonde FOXO1 de type break-apart, montrant de 2 a 4 signaux de fusion
correspondant au nombre de copies du chromosome 13. Au total, les nombres de copies observés sont
cohérents avec l'absence de pertes chromosomiques, comme observé sur notre profil CGH

correspondant (cf. figure 46-B) (photos réalisées au microcope a fluorescence, au Centre Léon Bérard).

De plus, les études en cytogénétique conventionnelle publi€es décrivant des cas
d’ERMS confortent toutes nos résultats, puisque les caryotypes décrits sont toujours
hyperdiploides, et ne comportent que des gains de chromosomes (Gil-Benso et al.,
1999; Manor et al., 2012). En technique CGH, les chromosomes a deux copies peuvent
donc étre vus comme des pertes relatives, comme les résultats d’autres études

semblent également le confirmer (Weber-Hall et al., 1996; Bridge et al., 2002).
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Enfin, pour revenir aux données issues des plaques TLDA, il existe une derniere
étape au cours de laquelle il est possible d’introduire des biais: les analyses
statistiques. En effet, ces analyses sont indispensables pour extraire des résultats
biologiques a partir de profils d’expression, mais il faut rester prudent quant a leur
interprétation, et toujours s’assurer que les conditions pré-requises a 1'utilisation
d’un test statistique particulier soient remplies (Jafari and Azuaje, 2006). Par
exemple, lors d"une analyse supervisée a l'aide d"un T-test, ’algorithme sera toujours
capable de trouver des genes différentiellement exprimés ; toute la difficulté est de
bien placer le seuil de p-value, pour obtenir des résultats significatifs. En pratique,
lorsque l'on travaille sur des tumeurs rares, il est souvent tres difficile de réunir un
nombre suffisant d’échantillons pour remplir ces conditions. Il faut donc étre
conscient des limites qui peuvent affecter la robustesse de ses analyses statistiques, et
valider si possible ses résultats par d’autres techniques de biologie moléculaire. En ce
qui concerne les données générées par les plaques TLDA, il est également possible
d’apprécier empiriquement la robustesse des ses listes de genes par un retour sur les
données normalisées en valeurs de Ct. Sachant qu'une dilution au 1/10°m¢ d’un
échantillon correspond a une variation théorique de 3,3 cycles, les valeurs de Ct

peuvent nous renseigner sur la significativité des variations observées.
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II. LIMITES DES PROFILS D’EXPRESSION DES MICROARN

1. Aléas technologiques et évolutions

La plateforme de TLDA pour microARN présente de nombreux avantages par
rapport aux puces microARN (Benes and Castoldi, 2010). Basée sur la PCRq, c’est
une technique rapide et sensible. Elle possede également une gamme dynamique
considérablement plus grande que celle des puces. Enfin, a la différence des puces,
elle ne nécessite que tres peu de matériel de départ. Entre nos mains, la plateforme
TLDA s’est montrée beaucoup plus robuste que la plateforme de puces (cf. résultats,
partie I-2). Cependant, la plateforme TLDA n’est probablement pas exempte de

défauts non plus.

Il pourrait exister un premier défaut li¢ au modele de conception des plaques
TLDA. Les plaques TLDA sont prétes a 'emploi, puisque chacun des 384 puits
contient déja des amorces et une sonde spécifiques d’'un microARN donné. La
technologie de micro-canaux utilisée par les TLDA est particulierement ingénieuse
pour faciliter leur remplissage (figure 48). Ainsi, les temps de manipulation sont
considérablement réduits, et il n’est pas nécessaire de posséder un robot pour

déposer son échantillon d'ADNc dans chacun des 384 puits.
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Figure 48 : agrandissement d'une photo montrant la zone de remplissage d’une plaque TLDA.
Exemple d’une plaque déja remplie et scellée. En dessous de la zone de remplissage, on distingue les
huit micro-canaux permettant d’acheminer la solution d’ADNc dans chacun des 384 puits, lors de

I’étape de centrifugation.

D’apres I'ensemble de nos résultats et de la littérature, cette plateforme donne
des résultats robustes. Cependant, un utilisateur est en droit de se demander s’il ne
peut pas exister un probleme mineur de contamination inter-puits, qui se produirait
lors du remplissage par centrifugation de la plaque TLDA. En effet, les puits n’étant
évidemment pas scellés a cette étape, une fraction infime de liquide transportant des
amorces et des sondes spécifiques pourrait ressortir d'un puits et aller contaminer les

puits situés en aval de la méme ligne de remplissage (figure 49).
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Figure 49 : représentation schématique des flux d’'une plaque TLDA lors du remplissage.

Des contaminations inter-puits pourraient éventuellement se produire par transport d’une fraction

des amorces et des sondes disposées dans chaque puits vers le flux principal.
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D’apres cette logique, les premiers puits d'une rangée seraient purs, mais les
puits suivants contiendraient une toute petite fraction des amorces et des sondes
provenant des puits situés en amont. Nous avons fait part de cette remarque au
fabricant des plaques TLDA, qui n’a pas réalisé d’expériences permettant de
confirmer ou d’infirmer cette hypothese de contaminations inter-puits.

Nous avons contacté le Professeur Daniel Hauden de 1'Institut FEMTO-ST
(UMR 6174), spécialiste en microfluidique et microsystemes fluidiques, pour lui
demander son avis d’expert sur ce sujet. Voici ses commentaires : « Je suis un peu
comme vous assez dubitatif que lorsque le liquide passe dans les cupules rien ne s'échappe
vers le flux principal et donc interfere avec les réactions des cupules suivantes. Les
dimensions des canaux et des cupules semblent telles que le flux principal est laminaire et déja
la pénétration de liquide dans les cupules doit étre "aidée” par un phénomeéne ou une
configuration qui favorise une turbulence au niveau des cupules. Cette turbulence méme
restreinte suppose un temps de latence du liquide suffisamment long a l'entrée de la cupule
pour que le mélange s'obtienne par "diffusion”. Qu'en est-il alors de la rétrodiffusion a
'entrée ? »

Pour valider ou non cette hypothese de fuites contaminantes, il serait
envisageable de réaliser une plaque TLDA a fagon, en réalisant des PCRq en
duplicats sur deux puits tres éloignés sur une méme ligne de remplissage. En cas
d’obtention de valeurs de Ct trop différentes pour deux puits dupliqués éloignés, par
rapport a des puits dupliqués proches, cela prouverait I'existence de contaminations
inter-puits. Toutefois, au regard de la cohérence des résultats scientifiques que nous
avons obtenus, nous n’avons pas poussé ces investigations plus loin, faute de

moyens.
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Nous avons également prouvé que ce modele de conception pouvait entrainer
I'émergence de biais stochastiques. En effet, a la fin du remplissage de la plaque
TLDA, cette derniere est « scellée » par écrasement des huit canaux de remplissage a
I'aide d'un sabot. Un léger déreglement de ce sabot peut entrainer un mauvais
scellement de la plaque TLDA, générant alors des fuites de puits lors de la réaction
de RT-PCRgq, qui se traduisent ensuite par une absence de Ct ou pire, par des Ct ne
suivant aucune logique (figure 50). Bien siir, un probleme de l'ampleur de celui

présenté dans la figure 50 est exceptionnel, mais on ne peut exclure la possibilité que

de temps en temps, aléatoirement, quelques puits soient mal scellés.
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Figure 50 : conséquences du décalage d'une téte du sabot de scellage sur les données brutes.

En haut, photo montrant le décalage de la premiere téte du sabot par rapport a son rail (téte et rail
entourés en bleu). En bas, réprésentation schématique d’une plaque TLDA, colorisée en fonction des
valeurs de Ct. Cette représentation permet de détecter la présence d’anomalies sur la totalité des deux
premiéres lignes, avec de nombreux Ct indéterminés (lignes entourées en bleu). Il s’agit de la

conséquence du mauvais scellage du premier des huit canaux de remplissage de la plaque TLDA.
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Il pourrait également exister des sources d’imprécision liées aux efficacités des
réactions de PCRq, qui émergeraient lors de I'application de la méthode du AACt. En
effet, pour que la méthode de quantification relative soit valide avec I'utilisation de la
formule RQ = 244 il est nécessaire que les efficacités des PCRq du gene microARN
testé et du gene de référence soient égales. La formule précédente est en fait une
version simplifiée de la formule exacte RQ = (1+E)**%, ou E représente 'efficacité de
la PCRq. D’apres le fabricant des plaques TLDA, les efficacités des PCRq de tous les
microARN et des genes de contrdle sont égales. Il parait donc possible d’utiliser la
formule simplifiée de la méthode du AACt, méme s’il est difficile de vérifier ces
informations.

Lors du développement de notre méthodologie d’analyse des données, nous
avons montré que la médiane pouvait étre considérée comme un gene de référence
donnant de tres bons résultats, et nous 'avons ensuite utilisée pour nos études
appliquées aux OS et aux RMS. Or, la médiane étant un gene de référence virtuel, elle
n'a pas d’efficacité propre quantifiable, mais représente une sorte de moyenne de
toutes les efficacités de PCRq de la plaque TLDA. Malgré cela, on peut dire que
I'utilisation de la médiane n’a pas engendré d’erreurs majeures de quantification,
puisque les résultats obtenus étaient presque toujours meilleurs qu’avec l"utilisation

de genes de référence réels (cf. article I, en soumission au journal RNA).

Ainsi, si I'on part du principe que chaque plateforme permettant de générer des
profils d’expression possede ses propres biais liés a des caractéristiques purement
physiques et techniques, cela pourrait alors expliquer en partie pourquoi il est si
difficile de comparer des résultats obtenus sur plusieurs plateformes différentes

(Wang et al., 2011a).
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De plus, il est bon de rappeller que ces deux plateformes servant a la génération
de profils d’expression des microARN sont récentes, et sont toujours en cours de
développement. Ainsi, les puces comme les TLDA sont vendues sous forme de
versions. Les changements de version sont en partie dus a des évolutions techniques :
il peut s’agir d’améliorer certaines sondes présentes sur les puces en jouant sur leur
composition en nucléotides LNA, ou dans le cas des TLDA, d’optimiser les
séquences des amorces de RT et de PCR pour les rendre plus spécifiques. Enfin,
certaines de ces évolutions sont liées a la découverte constante de nouveaux genes
microARN et a la mise a jour consécutive de la miRbase. Ainsi, nous avons
commencé notre phase de faisabilité sur la version 1 des TLDA, puis nous sommes
rapidement passés a la version 2. Il nous est arrivé de mélanger des plaques TLDA de
versions différentes dans certaines analyses de grandes cohortes, mais nous n’avions
aucune garantie que les amorces et la sonde d’un puits particulier soient restées les
mémes entre les deux versions, et que cela ne joue pas sur le degré de précision des

niveaux d’expression.

Comme nous venons de le voir, lors de 1’établissement de profils d’expression,
il existe de nombreuses sources d’erreurs potentielles qui pourraient permettre
d’expliquer la relative hétérogénéité des résultats de la littérature (Kim et al., 2010b).
Malgré ces quelques limites qu’il est bon de rappeler, les plateformes pangénomiques
d’établissement de profils d’expression sont des outils formidables pour la
découverte de nouveaux biomarqueurs. Elles sont également indispensables pour
quantifier des taux d’expression qui présentent souvent des variations relativement
faibles. En effet, évaluer le taux d’expression de quelques microARN en simplex est
difficile a mettre en ceuvre, car les méthodes puissantes de normalisation basées sur
I’analyse d’un grand nombre de données ne sont plus applicables. Lorsque le cotit de
revient de ces techniques chutera, les profils d’expression des microARN pourront

sans aucun doute étre utilisés en routine pour des applications cliniques.
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2. Limites biologiques

2.1. Limites de la classification actuelle des rhabdomyosarcomes

Le diagnostic histologique de RMS est généralement assez facile a réaliser, grace
aux résultats de 'IHC. En effet, lors d'une suspicion de RMS sur des criteres
morphologiques, deux anticorps ciblant des protéines exprimées lors de la
différenciation musculaire sont systématiquement utilisés, et permettent d’affirmer le
diagnostic de RMS dans la majorité des cas. En effet, 'anticorps anti-myogénine est
spécifique de la lignée musculaire striée, il est toujours positif dans les RMS.
L’anticorps anti-desmine est utilisé en confirmation, il est presque toujours positif
(Parham et al., 1991; Kumar et al., 2000).

Le principal probleme du médecin anatomopathologiste est d’affiner la
classification des RMS en les classant dans les deux sous-types principaux, I'ERMS et
I’ARMS, en se basant principalement sur les criteres définis par la classification de
Newton en 1995 (Newton, Jr. et al., 1995), et mise a jour en 2002 par 'OMS (Fletcher
et al., 2002). Le pronostic des ARMS étant bien plus défavorable que celui des ERMS,
ce classement est fondamental pour l'orientation des patients dans les protocoles
thérapeutiques. Cependant, comme nous l’avons montré par notre travail, ce
raisonnement dichotomique est certainement trop simpliste.

Il existe une zone grise particulierement difficile a typer, dont les entités ont été
alternativement classées en ARMS ou ERMS au gré de 1'évolution des classifications
et des pratiques. Cependant, méme si la distinction entre ARMS et ERMS reste le
principal critere d’inclusion dans un protocole thérapeutique, I'évolution clinique de
ces entités est encore mal connue. Aujourd’hui, les médecins anatomopathologistes
prennent donc des décisions basées sur leur expertise ainsi que sur l'intégration des

différentes techniques complémentaires a leur disposition, sans consensus.
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L’étude des résultats des différents protocoles européens de traitement des
RMS pédiatriques orchestrés par la SIOP montre bien la difficulté de classement de
ces entités de la zone grise, et 'évolution des pratiques (figure 51) (Stevens et al.,

2004; Stevens et al., 2005b).
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Figure 51 : comparaison dans le temps des courbes de survie globale des RMS.

Courbes de survie globale générées a partir des données cliniques des études Malignant mesenchymal
tumours (MMT) 89, portant sur 518 patients (a gauche), et MMT 95, portant sur 813 patients (a droite).
En rouge, les courbes de survie des RMS non alvéolaires, en bleu, les courbes de survie des RMS

alvéolaires (Stevens et al., 2004; Stevens et al., 2005b).

Les protocoles de traitement des formes alvéolaires n’ayant que peu évolué
entre 1989 et 1995, le rapprochement des courbes de survie entre ces deux périodes
est tres probablement dii a I’ajout de formes moins agressives a la cohorte des ARMS.
En effet, les criteres de classification ont été modifiés entre ces deux études: les
formes mixtes, qui étaient autrefois classées dans les ARMS seulement lorsque plus
de 50 % du prélevement présentait une histologie de type alvéolaire (selon la
classification SIOP), sont désormais classées en ARMS des lors qu'une zone, quelle
que soit son étendue, présente des caractéristiques de type alvéolaire (selon la

classification de Newton) (Parham and Ellison, 2006).
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Il est intéressant de noter que sur les 210 RMS de la cohorte présentée dans
I'étude publiée par Dr Olivier Delattre (Williamson et al., 2010), presque 20 % des
échantillons ont été classés en nARMS sur la base de la morphologie et des résultats
de la recherche de transcrits. En comparaison, parmi les 422 RMS de la cohorte du
projet RMS2005 que nous utilisons actuellement pour compléter notre étude, 47 cas
(<12 %) ont été placés dans la zone grise en raison d'une morphologie difficile ou de
résultats discordants entre morphologie et biologie moléculaire ; parmi ceux-ci, seuls
11 cas (< 3 %) ont été classés formellement en NnARMS par notre médecin
anatomopathologiste expert, le Dr. Dominique Ranchere-Vince. Ces chiffres sont
difficilement comparables, mais ils soulignent les difficultés diagnostiques inhérentes
aux entités de la zone grise entre ARMS et ERMS, et le fait que certains criteres ténus

retenus par les médecins anatomopathologistes ne font pas consensus.

Il est aujourd’hui admis par la plupart des pathologistes référents mondiaux
qu'une zone grise existe entre les ERMS et les ARMS, mais il n’existe pas encore de
réflexion commune pour améliorer la prise en charge de ces entités rares et difficiles.
I convient de colliger ces cas et d’en faire une caractérisation moléculaire exhaustive,
car une meilleure connaissance de leur biologie et de leur évolution clinique ne sera
possible que par leur démembrement avec 1'aide de techniques fines de biologie

moléculaire.

2.2. Complexité génomique des ostéosarcomes

Comme nous l'avons vu dans la partie introductive, les OS sont des tumeurs
agressives, dont I’étiologie reste encore inconnue. Les OS sont avant tout caractérisés
par une complexité génomique importante et hétérogene, puisqu’il est tres difficile
de définir des anomalies récurrentes (Sadikovic et al.,, 2008). Des mécanismes

d’instabilité génomiques pourraient étre a 1’origine de cette complexité.
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Partant de ces observations dans les OS, il est intéressant de rentrer plus en
détail dans la composition des signatures d’expression des microARN que nous
avons identifiées comme étant discriminantes vis-a-vis de la réponse a la I'IFO, selon

les modeles d’étude (cf. article II) (Gougelet et al., 2011b) (Tableau 3).

Modéle d’étude Rat Homme Lignées d'OS
Nombre de tumeurs 9 24 2
Bagage génétique Similaire Différent Différent
let-7¢ ™ - -
miR-15b - miR-15b P
miR-19b P - miR-19b P
miR-24 D - miR-24 D
miR-29¢ - miR-29¢ P
miR-30c - miR-30c
miR-30d - -
. ] miR-92a miR-92a -
Signature MicroARN MiR-93 ) miR-93
miR-99b P miR-99b P miR-99b P
- miR-132 J miR-132 |
miR-142-3p - -
miR-152 P - -
miR-193a I miR-193a miR-193a
- miR-422a -

Tableau 3 : synthése des différentes signatures microARN retrouvées comme discriminantes pour
la réponse a la chimiothérapie, en fonction du modele d’étude.

M = géne surexprimé dans les tumeurs sensibles, |, = gene sous-exprimé dans les tumeurs sensibles.

Nous avons tout d’abord travaillé sur le modele de rat, chez lequel nous avons
trouvé une liste de 10 microARN différentiellement exprimés, a partir d'une cohorte
de 9 tumeurs possédant toutes le méme bagage génétique, puisqu’issues d"une méme
tumeur originelle radio-induite (Allouche et al., 1980). En analysant une cohorte de
24 OS humains, nous avons identifié une nouvelle liste de 5 microARN
différentiellement exprimés. Trois d’entre eux ont finalement été retrouvés comme
différentiellement exprimés chez le rat, en appliquant un seuil de p-value moins

stringeant. Enfin, en travaillant sur les deux lignées cellulaires humaines d’OS, nous

264



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

avons retrouvé 9 microARN différentiellement exprimés appartenant a la signature
trouvée chez le rat ou chez ’homme.

En travaillant initialement sur le rat, cela nous a permis de réduire
considérablement la variabilité inter-tumorale, puisque toutes les tumeurs testées
possédaient le méme bagage génétique initial. La signature microARN trouvée chez
le rat a été modifiée lors de notre passage chez 1'homme, dans les tumeurs
sporadiques comme dans les lignées cellulaires d’OS. Deux hypotheéses permettent
d’expliquer ce changement de signature d’expression. Il est possible que ce
changement soit di a la grande hétérogénéité génomique des OS, comme décrite
dans la littérature. Ainsi, en passant d'un modele d’étude simple a un modele
d’étude hétérogene, il est probable que nous soyons passés de la signature spécifique
d'une tumeur «unique», a une signature plus universelle correspondant aux
tumeurs de type OS. Cependant, il est également possible que les signatures
d’expression soient différentes en raison du choix d’'un modele de rat tres particulier,
puisque les tumeurs sont générées a partir d'une tumeur originelle radio-induite. En
effet, il a déja été montré que les tumeurs radio-induites pouvaient présenter des
anomalies génomiques spécifiques aux radiations, différentes des tumeurs
sporadiques (Guo et al., 2011; Dom et al., 2012).

Il est intéressant de remarquer que dans le modéle de rat, des tumeurs ayant
initialement le méme bagage génétique se divisent finalement en deux groupes, en
fonction de leur sensibilit¢ a la chimiothérapie. Cette observation est toutefois
cohérente avec I'hypothese selon laquelle la tumorigenese des OS serait due a une
déficience dans les mécanismes de stabilité chromosomique ou de réparation de
I’ADN, menant ensuite a d’autres anomalies désordonnées (Khanna, 2008). Grace a
’analyse des profils génomiques des tumeurs de rat par technique CGH, nous avons
également prouvé que la dérégulation des microARN en fonction de la sensibilité a la
chimiothérapie n’était pas liée a des anomalies génomiques de type variations du
nombre de copies, qui seraient divergentes entre les deux groupes de tumeurs. Pour

expliquer ce phénomene, il doit donc exister d’autres mécanismes biologiques a un
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niveau différent, tels que des mutations ponctuelles, des modifications
épigénétiques, ou encore un role de 'environnement tumoral. Il serait intéressant de
regarder le statut de méthylation de I’ADN autour de la région comprenant le gene
miR-193a. En effet, ce microARN était surexprimé dans les tumeurs chimiosensibles
dans nos trois modeles d’étude, alors qu’il a été récemment décrit comme étant
méthylé et donc inactivé dans les carcinomes hépatocellulaires résistants a la
chimiothérapie (Ma et al., 2012a). L’hypothese d"un role de I’environnement tumoral
ne peut pas non plus étre écartée, car certains microARN différentiellement exprimés
ciblent des voies métaboliques impliquées dans la réponse immunitaire, comme
I'avait montré l'équipe de S. Salas dans le méme contexte, a partir de puces
d’expression des ARNm (Salas et al., 2009).

Malgré des signatures d’expression divergentes entre les modéles, nous avons
également montré que toutes ces signatures ciblaient potentiellement les mémes
voies métaboliques, en particulier la voie de signalisation du calcium, des MAP
kinases, du TGFP et de Wnt. Ces résultats sont cohérents avec le reste de la
littérature, puisqu’il a déja été montré que ces voies métaboliques étaient d'une part
impliquées dans 1'ostéolyse et 1'ostéogenese (Kingsley et al., 2007), et d’autre part

dérégulées dans les OS pédiatriques résistant a la chimiothérapie (Mintz et al., 2005).

Nous avons également montré que les signatures d’expression des microARN
permettant de différencier les tumeurs résistantes des tumeurs sensibles étaient
dépendantes du type de médicament utilisé, qu’il s’agisse de chimiothérapies ou de
thérapies ciblées (cf. article III) (Gougelet et al.,, 2011a). Tout cela traduit bien la
complexité biologique des OS. Pour ces tumeurs, dans un futur proche, la solution
passera tres certainement par une thérapie a la carte, non pas en fonction du sous-
type d’OS, mais en fonction de chaque couple tumeur-patient. Dans ce but, il
convient des aujourd’hui d’intégrer le maximum de techniques de génomique

fonctionnelle et d’adopter une approche de biologie systémique (Tian et al., 2012).
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III. VOIES PEU EXPLOREES ET PERSPECTIVES

Lors de ce travail de these, nous avons validé la plateforme TLDA comme
moyen d’établissement de profils d’expression fiables, via une méthodologie
d’analyse rigoureuse développée en interne. Les résultats obtenus sur nos deux
projets plus appliqués d’analyse des profils d’expression des microARN chez les OS

et les RMS sont prometteurs et nous encouragent a poursuivre nos investigations.

1. Profils d’expression des microARN et voies métaboliques

Ces derniéres années, l'analyse des voies métaboliques est devenue
indispensable pour l'interprétation biologique des techniques moléculaires a haut
deébit (Khatri et al., 2012). En effet, typiquement, ces techniques permettent d’établir
une ou plusieurs listes de genes différentiellement exprimés, et il est indispensable
de pouvoir les replacer dans un contexte métabolique pour connaitre leurs
implications dans la biologie des échantillons analysés.

Comme les genes classiques, les microARN sont dérégulés dans de nombeux
types tumoraux (Tie and Fan, 2011), et peuvent agir en tant qu’oncogenes ou genes
suppresseurs de tumeurs (Zhang et al., 2007). Cependant, leur intégration sur des
voies métaboliques est moins directe, puisqu’il est tout d’abord indispensable de
faire appel a des logiciels de prédiction de cibles. De plus, cette intégration est tres
complexe a réaliser, puisque chaque microARN peut posséder une centaine de cibles,
et qu'une cible donnée peut étre régulée par plusieurs microARN.

La plupart des outils d’analyses des voies métaboliques utilisés pour exploiter
des données d’expression sont basés sur les répertoires en ligne de la Gene Ontology
(GO) ou de la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Ashburner et al.,
2000; Kanehisa et al., 2012). Afin de pouvoir utiliser ces outils, nous avons tout
d’abord développé une base de données comportant les résultats des quatre
principaux logiciels de prédiction de cibles (MiRanda, TargetScan, PicTar et la

miRBase), que nous mettons a jour régulierement (figure 52).
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(Base de données développée par A. Besse, au Centre Léon Bérard).
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Cet outil nous a déja permis d’extraire des résultats biologiques intéressants

(figure 53), mais nous pensons qu’il est encore possible de 'améliorer. Nous avons

quelquefois été confrontés au placement de plusieurs microARN différentiellement

exprimés, qui

ciblaient un méme ARNm avec des effets antagonistes (un des

microARN était surexprimé, l'autre sous-exprimé). A l'inverse, il arrive aussi que

plusieurs microARN ciblant le méme ARNm puissent avoir des effets cumulatifs. Il

existe donc actuellement une difficulté d’intégration des niveaux d’expression

conjointement aux résultats de prédiction de cibles, lorsque plusieurs microARN

partagent une cible commune.
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Figure 53: exemple d’intégration des microARN différentiellement exprimés entre OS

chimiosensibles et OS chimiorésistants, sur la voie métabolique de Wnt.

Seules les cibles prédites par au moins deux des logiciels de prédiction sont conservées. Les carrés

jaunes représentent les cibles des microARN faiblement exprimés, et les carrés rouges représentent les

cibles fortement réprimées par les microARN surexprimés (données générées par A. Besse, au Centre

Léon Bérard).
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Afin de prendre en compte ces considérations, lorsque plusieurs microARN
partagent une cible commune, nous souhaiterions ajouter dans notre base de
données les parametres d’affinités donnés par les logiciels de prédiction de cibles.
Ainsi, lors d"une compétition entre plusieurs microARN pour une méme cible, nous
pourrions intégrer et pondérer l'effet de chaque microARN. Le principe de cette
approche est facile a comprendre grace a I'exemple suivant :
> Soit un ARNm donné, ciblé par deux microARN différentiellement exprimés
et antagonistes miR-a et miR-b.
> On estime que miR-a est suprexprimé d’un niveau A et possede une affinité
pour sa cible égale a 70 %, et miR-b est sous exprimé d’un niveau B et son affinité est
de 20 % pour la méme cible.
> On peut alors déduire I'effet général de ces deux microARN sur ’ARNm cible
par le calcul suivant :

Effet d’inhibition intégré = A x 0,7 - B x 0,2

A notre connaissance, cette approche n’a jamais été évaluée, méme si des études
récentes ont souligné les difficultés d’interprétation du réseau complexe que forment
les microARN (Yang et al., 2012). Elle nous parait étre fondamentale pour la

compréhension générale des dérégulations croisées des voies métaboliques.

2. Développement d’outils cliniques de routine

Grace aux profils d’expression des microARN réalisés sur plaques TLDA, nous
avons extrait des signatures d’expression corrélées a la classification diagnostique
des RMS, et a la prédiction de la réponse des OS a la chimiothérapie. L’'étape
suivante consiste tout naturellement a essayer de détecter ces signatures d’expression
par des techniques de routine, moins onéreuses. Les plaques TLDA étant juste une

facon de réaliser de la PCRq a moyen débit, les résultats obtenus sont directement
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transférables dans des techniques de PCRq simplex. Dans ce cas, comme nous ne
pouvons plus normaliser nos données a 'aide de la médiane, nous réfléchissons
actuellement au meilleur compromis concernant le choix d’un ou plusieurs genes de
ménage pour la normalisation des ces expériences de PCRq simplex. Ce choix est tres
difficile, car il n’existe pas de génes de ménage idéal. Nous avons en effet montré
qu’ils sont tres dépendants de la composition de la cohorte analysée (cf article I, en
soumission au journal RNA).

Une autre application pourrait étre la quantification des niveaux d’expression
de facon non invasive pour le patient, a partir d’échantillons de sérum (Zampetaki et
al., 2012; Allegra et al., 2012). Récemment, des avancées technologiques ont été faites
pour permettre la détection de tres petites quantités de microARN (Chapin and

Doyle, 2011; Wang et al., 2011b).

Nous avons également en projet de tester les niveaux d’expression des
microARN d’intérét in situ, par technique d’hybridation fluorescente, car de
nombreuses études ont récemment prouvé qu’il était possible de les détecter de
maniere précise a partir de matériel FFPE (Soe et al., 2011; Shi et al., 2012).

Enfin, si les approches précédentes ne donnent pas satisfaction, il sera encore
possible d’essayer de quantifier par IHC les protéines cibles des microARN
différentiellement exprimés. Par exemple, I'équipe de J. Zavadil a réalisé une étude
tres complete portant sur la signature microARN des léiomyomes utérins (Zavadil et
al., 2010). A partir des profils d’expression des microARN, ils ont montré que les
profils d’expression protéiques associés étaient inversement corrélés, par technique

d’'IHC sur TMA.

De maniere générale, une application clinique a plus large échelle nous

permettrait de valider définitivement nos résultats.
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3. Poursuite générale des projets en cours

Méme si nous avons prouvé que les profils d’expression des microARN
permettaient de répondre a de nombreuses questions cliniques dans les OS et les
RMS, leur établissement est un travail de longue haleine, qu’il nous faut encore
poursuivre.

En effet, la complexité génomique et 1'hétérogénéité des OS nous poussent a
augmenter la taille de nos cohortes d’analyse, et a réaliser des études fonctionnelles
supplémentaires dans des modeles d’étude simplifiés (par exemple, le modele de rat
et les lignées cellulaires humaines). Sur ces modéles, nous essaierons en particulier
de restaurer la sensibilité a la chimiothérapie par des approches de siARN, avec pour

but ultime le développement d’une nouvelle stratégie thérapeutique ciblée.

En ce qui concerne 1'étude des RMS, les principales limitations que nous avons
recontrées viennent du fait que les tumeurs difficiles que nous souhaiterions
démembrer sont tres rares, précieuses pour le diagnostic et de petite taille. S’agissant
de tumeurs pédiatriques, souvent difficiles d’acces (sphere oto-rhino-laryngée), les
microbiopsies sont fréquemment privilégiées. Afin d’affiner nos résultats, nous
sommes contraints de poursuivre cette étude de maniere prospective sur du plus
long terme. Ce travail de these nous a permis de développer dans notre laboratoire
de nombreux outils, de fagon séquentielle : TLDA, puces protéiques, FISH PAX3
break-apart et CGH. Nous sommes également en train de valider une nouvelle
approche de RT-PCRq pour la recherche des transcrits de fusion rares.

Nous avons appris a gérer au mieux les prélevements précieux de RMS pour
réaliser toutes ces techniques en parallele, a partir du matériel restant apres
diagnostic, et sans l’épuiser. En effet, nous pouvons réaliser la plupart de ces
techniques a partir d'un prélevement microbiopsique FFPE coupé sur quelques

lames blanches, a I'exception des profils protéiques. En ce qui concerne les cas de
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RMS difficiles de la zone grise, nous approfondirons plus particulierement les formes
mixtes (les formes présentant un contingent de type ERMS et un contingent a petites
cellules rondes beaucoup plus indifférenciées), dans le but de mieux comprendre le
phénomene d’hétérogénéité tumorale. Par macrodissection sur lame blanche, il sera
possible de déterminer si les profils d’expression des microARN (TLDA) et les profils
génomiques (aCGH) sont différents. Nous avons également mis au point une
technique de FISH permettant de réutiliser des coupes colorées HES ou les lames
d'IHC, ce qui nous permettra de faire des corrélations fines entre les deux zones
d’intérét (figure 54). Cette technique pourra étre utilisée pour confirmer des résultats

génomiques de CGH, ou pour des expériences de FISH sur microARN.

Figure 54 : corrélation entre coupe colorée HES et technique FISH, réalisés sur une méme lame.

Exemple de corrélation entre une coupe colorée HES (a gauche) et cette méme coupe réutilisée pour
une technique FISH (a droite), a l'aide de la sonde correspondant au gene MDM2. La sonde
correspondant au gene MDM?2 est verte, le contrdle centromérique du chromosome 12 est rouge
(photo de lame HES extraite a partir d'une sauvegarde sous forme de lame virtuelle, recadrée sur le

méme champ que la photo de FISH réalisée au microscope a fluorescence, au grossissement x63).

Enfin, nous projetons d’appliquer nos méthodes d’analyse des profils
d’expression des microARN a d’autres pathologies. Dans les 1éiomyosarcomes, nous
essaierons de compléter les profils protéiques que nous avons obtenus (cf. article IV,

en soumission a EJC) par l'étude des profils d’expression des microARN (TLDA), et
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I'étude des profils génomiques (aCGH en cours d’analyse). Dans les GIST, nous
disposons déja d’une grande cohorte analysée en plaques TLDA (cf. article I, en
soumission a RNA). La plupart de ces tumeurs étant incluses dans l'essai clinique
multi-centrique BFR14, nous aurons bientdt acces aux données cliniques et nous
pourrons alors essayer de trouver une signature d’expression relative aux différentes
mutations du gene KIT. De plus, dans les tumeurs desmoides, nous sommes
actuellement en train de montrer que les profils d’expression des microARN ont une
valeur pronostique.

Enfin, disposant d"une plateforme CGH compatible avec les puces d’expression
ARNm, nous n’excluons pas la possibilité d’analyser le transcriptome de tumeurs
pour certaines de ces pathologies, afin d’avoir la vue la plus complete possible de la
biologie des systemes de ces tumeurs et des phénomeénes de régulations en jeu.
L’intégration de toutes les anomalies moléculaires retrouvées sur des voies

métaboliques sera alors un nouveau défi a relever.
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