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CCHAPITRE 1 

INTRODUCTION 









II. Concepts de Progression Tumorale  

A. Les modèles de progression tumorale 

1. Identification d’une cellule unique à l’origine des néoplasmes  



Figure 1 : Modèle clonal de progression tumorale (décrit par P.C. Nowell en 1976).

Figure 1 Modèle clonal de progression tumoral



2.  Progression tumorale et sélection Darwinienne : le modèle clonal 
de progression tumorale 

Figure 1

3. Evolution polyclonale ou monoclonale de la progression 
tumorale : variations sur un même thème 



Figure 2 : Modèles d’évolution monoclonale ou polyclonale

Figure 2 Modèle d'évolution monoclonale ou polyclonale



Figure 2A

Figure 

2B-D

Figure 2B

Figure 2C

Figure 2D

4. Le modèle des cellules souches cancéreuses 



Figure 3 : Le modèle des 
cellules souches cancéreuses

Figure 4 : Origine de la cellule souche cancéreuse

Figure 3: Le modèle des cellules souches cancéreuses

Figure 4: Origine de la cellule souche cancéreuse



Figure 3

Figure 4

BB. Les grandes fonctions dérégulées au cours de la 
progression tumorale 

Figure 5



Figure 5: Exemples de voies de signalisation impliquées dans la régulation de la prolifération 
et de la survie cellulaire.

Figure 5: Voes de signalisation impliquées dans la régulation de la prolifération 
et de la survie



Figure 5

Figure 5





III.Les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
progression tumorale 

A. Contribution de l’instabilité génétique 



Table 1: Les altérations chromosomiques dans les cancers
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1. Instabilité des microsatellites 

2. Instabilité chromosomique 



Figure 6 : Les perturbations de la division cellulaire génèrent de l’aneuploïdie.

Figure 6: Les perturbations de la division cellulaire génèrent de l'aneuploïdie



Table 1

(Table 1). 

Figure 6



Table 2 : Modèles génétiques d'étude des points de contrôle et instabilité chromosomique

  

Figure 7 : Mécanismes de réparation de l’ADN.

Gène Etudié Modèle Aneuploïdie Tumorigenèse spontanée Tumorigenèse induite Référence
AURKA Surexpression + nd Wang X 2006

Bub1+/- + Jeganathan K 2007

Bub1H/H ; Bub1+/H + nd Baker DJ 2004

Bubr1H/H +  = Weaver BA  2007

BubR1+/- ; APCMin/+ + nd Rao CV  2005

BubR1+/- ; p16-/- nd nd Baker DJ  2008

Bub3+/- +  = Babu JR  2003

Bub3+/- ; Rae+/- +  = Baker DJ  2006
CDC20 CDC20AAA + nd Li M  2009

CenpE+/- +

CenpE+/- ; p19ARF-/- nd nd
HEC1 Surexpression nd nd Diaz-Rodriguez E  2008
MAD1 Mad1+/- nd nd Iwanaga Y  2007

Mad2+/- + nd Michel S  2001
Surexpression + nd Sotillo R  2007

PTTG1 Pttg-/-;Rb+/- nd nd Chesnokova V  2005

Rae1+/- +  = Babu JR  2003

Rae1+/-;Nup98+/- +  =
Jenagathan KB  2005
Jenegathan KB  2006

MAD2

RAE1

Weaver BA  2007

BUB1

BUBR1

BUB3

CENPE

Table 2: Modèles génétiques d'étude des points de contrôle et insatbilité chromosomique

Figure 7: Mécanismes de réparation de l'ADN



Table 2

Figure 7

BB. Les mécanismes épigénétiques  



Figure 8 : Schématisation des réactions de méthylation des cytosines et de déamination 
spontanée des cytosines méthylées.

(B)

Figure 8: Schématisation des réactions de méthylation des cytosines
et déamination spontanée des cytosines méthylées



1. La méthylation de l’ADN – Définition et situation normale 

Figure 8A

Figure 8B



Figure 9 : Changements du profil de méthylation dans les cancers par rapport au tissu 
normal

Figure 10 : Mécanismes d’inactivation d’un gène par hyperméthylation du promoteur, rôle des 
MBPs.

Figure 9: Changement du profil de méthylation dans les cancers par rapport au tissu normal

Figure 10: Mécanismes d'inactivation d'un gène par 
hyperméthylation, rôles des MBPs



2. La méthylation de l’ADN dans les cancers  

Figure 9

aa. Hyperméthylation des îlots et expression des gènes  

Figure 10



Table 3 : La méthylation des îlots CpGs induit l'inactivation de gènes suppresseurs de 
tumeurs

Table 3: La méthylation des CGI induit l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs

Gènes Cancer Type Voie de signalisation Références

VHL rein
Ubiquitinylation de 
nombreuses cibles

Herman JG 1994

BRCA1 sein et ovaire Réparation de l'ADN Esteller M 2000

MLH1 colon Réparation de l'ADN
Fleisher AS 1999; 
Kuismanen SA 1999

MGMT colorectal Réparation de l'ADN Esteller M 2000

RASSF1A sein et poumon
Cycle cellulaire et réparation 
de l'ADN

Burbee DG 2001; 
Dammann R 2000

CDKN2A/B Différents type de leucémies Cycle cellulaire (négatif)
Herman JG 1997; 
Myohanen SK 1998

CDH1 cancer gastrique Cycle cellulaire (négatif) Grady WM 2000

RB1 retinoblastome Cycle cellulaire (négatif) Stirzaker C 1997

STK11
cancers associés au syndrome 
de Peutz-Jeghers

Régulation de la polarité 
cellulaire

Esteller M 2000

TrkC colon
Récepteur à Dépendance - 
Apoptose

Genevois AL 2013



Table 3

b. Hypométhyation globale et instabilité génétique 



Figure 11 : Biogenèse des microARNs et modes d’action sur les ARNm cibles

Figure 11: Biogenèse des microARNs et modes d'actions sur les ARNm cibles



3. La dérégulation des microARNs 

Figure 11



Table 4: Exemple de microARN dérégulés dans les cancers

Table 4: Exemple de microARNs dérégulés dans les cancers
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Table 4



Figure12 : Modèle de progression tumorale du cancer du côlon

Figure 12: Modèle de progression du cancer du côlon



IIII. Hiérarchisation des événements au cours de la 
progression tumorale. 

Figure 12

A. Les changements de méthylation comme origine des 
cancers 





1. Hyperméthylation locale et augmentation du taux de mutations 

2. Les changements de méthylations sont précoces et réversibles au 
cours de la progression tumorale 





BB. Les changements de méthylation comme événements 
secondaires dans la progression tumorale 

1. L’hyperméthylation des gènes comme conséquence de 
l’inactivation 





2. L’hypométhylation du génome, une conséquence de la 
transformation cellulaire 

CONCLUSION

Ainsi, il est difficile de hiérarchiser les événements génétiques et épigénétiques au 

cours de la progression tumorale. Ceci est probablement dû au fait que, la plupart du 

temps, ces mécanismes ne sont pas analysés dans les mêmes échantillons tumoraux mais 

sur des cohortes différentes, limitant la possibilité de départager l’importance relative 

de chacun des mécanismes.  

Afin d’évaluer la place de chacune de ces altérations dans la progression tumorale, 

nous nous sommes intéressés aux altérations impliquées dans la progression tumorale 

des tumeurs hypophysaires à prolactine humaine.





IIV. Peut-on retracer l’histoire de la tumeur à 
partir d’un état statique ? Apport de la génomique 

intégrative. 

A. Les modèles in vitro et in vivo 

1. Stratégies d’amplifications du matériel tumoral 





2. L’établissement de modèles dynamiques mimant la progression 
tumorale  









BB. Etude de la progression tumorale à partir d’un état 
statique : apport de la génomique 





CONCLUSION

Les techniques de génomiques semblent être un outil puissant pour l’analyse des 

altérations moléculaires à l’échelle du génome entier. Des études de génomique 

intégrative, à deux dimensions la plupart du temps, sur un grand nombre d’échantillons 

ou la comparaison des clones composant une tumeur ont permis d’identifier de 

nombreuses altérations impliquées dans la progression et plus rarement de proposer un 

modèle de progression tumorale.  En se basant sur les technologies de génomique et sur 

le concept d’intégration des données, nous proposons une nouvelle stratégie devant 

permettre l’identification ainsi que la hiérarchisation des altérations moléculaires au 

cours de la progression tumorale à partir d’un petit nombre de tumeurs rares que sont 

les tumeurs hypophysaires à prolactine humaine.



Figure 13 : Anatomiede la glande hypophysaire

Table 5: Critères de classification des adénomes hypophysaires

Table 5: Critères de classification des adénomes hypophysaires

Marqueurs Adénome Typique Adénome Atypique Carcinoma
Mitoses Aucune ou Rare Peu Présentes
Marquage Ki-67 Négatif ou inf. 3% Sup. 3% Elevé
Marquage p53 Négatif Négatif Positif
Taille de la tumeur Micro ou Macro adénome Macroadénome (> 1 cm) Macroadénome (> 1 cm)
Invasion Possible Probable Requise
Métastase Non Non Requise
Taux d'hormone sanguin Variable Variable Elevé

Figure 13: Localisation de la glande hypophysaire



VV.Les Tumeurs Hypophysaires 

Figure 13

A. Classification et Prévalence 



Table 6: Altérations identifiées dans les tumeurs hypophysaires,

Gènes Type d'Altération Mécanismes Références
VEGF Sur-expression (1) Activation par la voie des oestrogènes Heaney AP 2002
FGF Sur-expression (1) Activation par la voie des oestrogènes Heaney AP 2002

FGFR-IIIb Sous-expression (1) Méthylation du promoteur
Abbass SA 1997; Zhu 

X 2007

Gènes Type d'Altération Mécanismes Références

Ras
mutation

 H-ras gene (Gly12Val)
Cai WY 1994; Karga 

1992

PTTG1 Sur-expression (1,2) Activation par la voie des oestrogènes

Heaney AP 2002; 
Raverot G 2012; 

Wierinckx A 2007; 
Zhang X 1999

Cycline D1
Sur-expression (1,2)
Polymorphisme A/G

Jordan S 2000; 
Simpson DJ 2001; 

Turner HE 2000
cyclin E Sur-expression (2) Turner HE 2000

Rb Sous-expression (1)
Méthylation du promoteur

Perte d'hétérozygotie
Cryns VL 1993; Pei L 

1995

HMGA2/1 Sur-expression (1) Perte de régulation par des microARNs
D'Angelo D 2012; 

Fedele M 2002, 2005; 
Palmieri D 2012

GADD45gamma Sous-expression (1) Méthylation du promoteur
Bahar A 2004; Zhang 

X 2002

Gènes Type d'Altération Mécanismes Références

PSA-NCAMs Sur-expression (1,2)
Daniel L 2000; 

Trouillas J 2003
E-cadherine Sous-expression (2) Qian ZR 2002

Endocan Sur-expression (1) Cornelius 2012

MMP9 Sur-expression (1)
Paez Pereda 1999

Turner 2007

Gènes Type d'Altération Mécanismes Références

D2R

Diminution de l'activité
(spécifique des adénomes à prolactine 

résistant au traitement par des agonistes 
de la dopamine)

Perte de l'activation de D2R par la voie du NGF 
(Nerve Growth Factor)

Asa SL 1999; 
Fiorentini C 2002; 

Kelly MA 1997; 
Missale C 1996

2. Comparaison des différenst grades d'adénomes hypophysaires
1. Comparaison des adénomes hypophysaires (incluant carcinomes) contre l'hypophyse normale.

Régulation de l'adhésion cellulaire

Régulation des niveaux d'hormone

Régulation du cycle cellulaire et de la prolifération

Facteurs de croissance et leurs récepteurs

Table 6: Altérations identifiées dans les tumeurs hypophysaires



Table 5

BB. Mécanismes impliqués dans la tumorigénèse 
hypophysaire 

1. Mutations impliquées dans les cas familiaux 

2. Gènes et voies de signalisation dérégulées dans les adénomes 
hypophysaires sporadiques 

Table 6
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Table 7: Critères de définition des grades pathologique pour les tumeurs hypophysaires
Table 7: Critères de définition des grades pathologies



CC. Les tumeurs hypophysaires à prolactine : classification, 
transcriptome et corrélations cliniques 

Table 7





CONCLUSION

Malgré les nombreuses données existantes sur les mécanismes potentiellement 

impliqués dans la tumorigénèse hypophysaire, aucun ne fait actuellement consensus. De 

plus, malgré des études intégrant des données moléculaires et cliniques tendant à 

démontrer l’existence d’un phénotype réellement agressif et potentiellement malin en 

dehors de la classification en tant que carcinome, aucun mécanisme n’est proposé 

expliquant la progression tumorale vers le phénotype agressif. Par conséquent nous nous 

sommes focalisés au cours de ce projet sur l’identification et la hiérarchisation des 

événements moléculaires impliqués dans la progression des prolactinomes humains vers 

les phénotypes agressif et malin.





DD. L’étude de la progression tumorale des prolactinomes 
humains à partir d’un état statique : la stratégie de 

génomique intégrative multidimensionnelle 

1. Modèles hypothétiques de progression tumorale des 
prolactinomes humains 



Figure 14 : Modèles putatifs de progression tumorale applicables aux prolactinomes humains

Figure 14: Modèles putatifs de progression tumorale applicables aux prolactinomes humains

Figure 15 : Schématisation de la stratégie de génomique intégrative multidimensionnelle

Figure 15: Schématisation de la stratégie de génomique intégrative



Figure 14A

Figure 14B

Figure 14C

2. La stratégie génomique intégrative multidimensionnelle pour 
retracer l’histoire de la tumeur 

Figure 15
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PARTIE 1 : Etude Transcriptomique Des 
Tumeurs Hypophysaires A Prolactine 





II. Introduction 

II.Méthodes 

A. Réalisation et Analyse du RNA-chip 





BB. Réalisation des banques et séquençage ARN 



Figure 1: Description du processus d’alignement par l’algorithme TopHat2

Figure 1-16: Description de processus d'alignement par TopHat2



CC. Alignement, identifications des isoformes et mesure 
d’expression 

Figure 1

Figure 1



Table 1 : Echantillons tumoraux et récapitulatif des expériences réalisées
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DD. Echantillons tumoraux 

Table 1



Figure 2: Comparaison Codelink Human Whole Genome vs. RNA-seq 

Figure 17: Comparaison Codelink/RNA-seq

Codelink
5 A vs. 5 NA

706 transcrits surexprimés
281 transcrits sous-exprimés

RNAseq
5 A vs. 5 NA

2 285 transcrits surexprimés
1 728 transcrits sous-exprimés

839148 3 174

407 long ARN non codants
2 267 ARN codants



IIII. Résultats  

A. Comparaison de l’étude du transcriptome entre puce à 
ADN et séquençage ARN 

Figure 2



Table 2 : Voies de signalisation significativement dérégulées dans les tumeurs agressives par 
rapport aux tumeurs non agressives

Figure 3 : voie de signalisation illustrant la sur-activation du cycle cellulaire dans les tumeurs 
agressives par rapport aux tumeurs non agressives (voie d’agressivité).

Figu

  RNA-seq RNA-chip 
  p-value* Score z* Status p-value* Score z* Status 
Survie et Viabilité Celluaire 3,93E-05 - 8,32E-03 2,35 - 3,34 Activé 6,9E-04 - 4,16E-03 ns ns 
Prolifération, Progression du cycle Celulaire 5,53E-11 - 4,01E-07 2,13 - 3,01 Activé 6,37E-08 - 9,81E-03 1,59 - 2,74 Activé 
Arrêt du cycle cellulaire, sénescence 4,36E-12 - 2,13E-03  -2,48 - -2,14 Inhibé nd nd nd 
* Calculé par le logiciel Ingenuity Pathway Analysis en fonction du nombre de gènes dans chaque voie et de leur sens de variation 

Table 9: Voies de signalisation dérégulées dans les tumeurs agressives(prolifération)

Figure 18: Voie d'agressivité

Table 8: Voies de signalisation dérégulées dans les tumeurs agressives



BB. Etude des gènes dérégulés lors de la progression vers un 
phénotype agressif : apport des techniques de 

séquençage 

Table 2

Table 2

Table 3

Figure 

3





Table 3 : Gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération significativement dérégulés dans 
les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives. 

Table 10: Gènes impliqyés dans le contrôle des la prolifération dérégulés dans els tumeurs agressives

Gènes impliqués dans la prolifération/progression du cycle cellulaire et la survie cellulaire*

FC p-vaue Sonde ID FC p-value
AURKB NM_004217 26,88 0,0017 GE62547 5,92 0,0007
BUB1B NM_001211 8,68 0,0088 GE54489 1,56 ns
CCNA2 NM_001237 4,11 0,0002 GE59759 2,69 0,0029
CCNB1 NM_031966 3,39 0,0020 GE57886 2,23 0,0041
CCNB2 NM_004701 19,96 0,0004 GE78964 4,02 0,0005
CDC20 NM_001255 14,67 0,0028 GE58880 -1,13 ns

NM_004358 4,61 0,0024 GE62023 1,27 ns
NM_021872 1,42E+07 0,0167 x x x

CDC25C NM_022809 13,93 0,0165 GE57938 2,39 0,0040
NM_001170406 1339,75 0,0090 x x x

NM_001786 9,14 0,0001 GE63002 6,77 0,0026
NM_001798 1,68 0,0467 GE724134 -1,53 ns
NM_001798 1,68 0,0467 GE81070 1,19 ns

CENPE NM_001813 4,19 0,0001 GE60354 3,19 0,0188
DBF4 NM_006716 3,51 0,0015 GE53690 2,96 0,0017
E2F2 NM_004091 19,77 0,0174 GE574933 2,49 0,0402

NM_001029989 1,10E+06 0,0012
NM_014736 5,19 0,0048

PTTG1 NM_004219 6,16 0,0025 GE565539 2,04 0,0106

Gènes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire et l'induction de la sénescence

FC p-vaue Sonde ID FC p-value
APC NM_001127510 -1,52 0,0149 GE58061 1,00 ns

BUB3 NM_004725 -2,32 0,0011 GE54413 -1,91 ns
CDKN1B (p27) NM_004064 -1,88 0,0104 GE81344 -2,58 0,0418
CDKN2A (p16) NM_058195 -2,57 0,0335 GE59038 -2,06 ns
CDKN2B (p15) NM_004936 -1,74 0,0062 GE81459 -1,00 ns

E2F6 NM_198256 -3,90 0,0187 GE81093 1,64 ns
NR_003092 -6,38E+04 0,0034 x x x

PLK1 NM_005030 4,78 0,0008 x x x

Gènes impliqués dans la survie cellulaire*

FC p-vaue Sonde ID FC p-value
BIRC5 NM_001168 31,12 0,0035 GE59394 3,36 0,0350
TGFB1 NM_000660 1,66 0,0279 GE59644 2,29 0,0480

Gène RefSeq
RNAseq RNAchip

* Tous les gènes de la survie cellulaire ne sont pas représents ici, seuls ceux ayant un lien direct avec la 
prolifératin ont été représentés; En gras: les gènes significativement dérégulés en RNA-seq uniquement; ns: 
données non significatives (p > 0, 05)

Gène RefSeq
RNAseq RNAchip

KIAA0101

CDK1

CDK2

GE57082 5,21 0,0017

Gène RefSeq
RNAseq RNAchip

CDC25B



p-value* Score z* Status p-value* Score z* Status
Survie et Viabilité Cellulaire 8,72E-08 - 1,46E-05 2,45 - 5,82 Activé 2,37E-12 - 1,54E-04 2,35 - 2,77 Activé
Prolifération, Progression du cycle Cellulaire 9,57E-10 - 5,15e-04 2,10 - 5,30 Activé 4,71E-25 - 5,71E-05 2,17 - 2,84 Activé
Angiogenèse** 7,05E-12 - 3,05E-4 2,41 - 3,86 Activé 2,78E-13 - 5,37E-08 2,54 - 3,38 Activé
Invasion, migration, métastases** 1,13E-14 - 1,15E-04 2,01 - 5,23 Activé 1,82E-04 - 2,95E-06 2,15 - 3,21 Activé
Réorganisation du cytosquelette, EMT** 1,14E-06 - 1,8E-05 2,51 - 2,88 Activé nd nd

Maitien caractère épithélial** 1,68E-13 - 1,89E-05  -3,11 - -2,12 Inhibé nd nd

RNA-seq RNA-chip

* Calculé par le logiciel Ingenuity Pathway Analysis en fonction du nombre de gènes  dans chaque voie et de leur sens de variation
** Voies pouvant être regroupées en un seul mécanisme (développement métastatique)

Table 4 : Voies de signalisation significativement dérégulées dans les tumeurs malignes par 
rapport aux tumeurs agressives

Table 11: Voies de signalisation dérégulées dans les tumeurs malignes

Figure 4 : Voie de signalisation illustrant la sur-activation des voies liées à l’invasion et au 
développement métastatique.

Figure 19: Voies de malignité (invasion)



CC. Etude des gènes dérégulés lors de la progression vers le 
phénotype malin 

Table 4

Table 5). 

Figure 4



Table 5 : Gènes impliqués dans le contrôle de l’invasion significativement dérégulés dans les 
tumeurs malignes par rapport aux tumeurs agressives.

Table 12: Gènes impliqués dans le contrôle de l'invasion et dérégulés dans mes tumeurs malignes

FC p-vaue Sonde ID FC p-value
COL1A1 NM_000088 28,24 0,0003 GE80888 9,00 0,0029

EGFR NM_201284 4,80E+12 1,0521E-06 GE85102 -1,48 0,0038
ERBB2 NM_004448 7,12 0,0200 GE84906 1,16 ns
FOXC2 NM_005251 9,41 0,0227 GE61182 4,66 0,0074
MMP11 NM_005940 69,20 0,0351 GE59829 4,61 0,0004
MMP14 NM_004995 10,91 0,0044 GE60414 1,14 0,0128
MMP19 NM_002429 7,26 0,0001 GE80797 -1,09 ns
MMP2 NM_004530 17,67 0,0438 GE79835 3,95 0,0036

MMP28 NM_024302 4,08 0,0101 GE62713 1,86 ns
NM_000615 -3,70 0,0033 GE85957 -6,44 ns

NM_001076682 -5,71 0,0415 x x x
NOTCH2 NM_024408 4,88 0,0003 GE514506 -1,05 ns

NM_006902 3,19E+04 0,0288 GE849123 1,09 ns
NM_022716 23,24 0,0235 x x x

SNAI2 NM_003068 15,01 0,0087 GE61391 2,74 0,0221
TCF3 NM_001136139 5,04 0,0416 GE57923 1,53 ns

TGFB2 NM_003238 6,20 0,0052 GE568386 1,87 ns
VEGFC NM_005429 2,15 0,0223 GE59158 1,92 ns

VIM NM_003380 4,01 0,0038 GE81272 3,44 ns
NM_014795 5,04 0,0063 GE53282 -1,23 ns
NR_033258 4,01 0,0282 x x x

En gras: les gènes significativement dérégulés en RNA-seq uniquement; ns: données non significatives           
(p > 0, 05)

ZEB2

NCAM1

PRRX1

Gène RefSeq
RNAseq RNAchip



IIV. Discussion 

A. Comparaison des techniques RNA-seq et RNA-chip 
d’analyse du transcriptome 

B. L’activation du cycle cellulaire comme mécanisme 
prépondérant dans la progression vers un phénotype 

agressif 

l’activation de la 

prolifération

la transition G1/S 

progression de la phase S ainsi que transition S/G2

la transition G2/M progression de la 



Figure 5 : Rôle de la prolifération et de l’invasion dans la progression tumorale des tumeurs 
hypophysaires à prolactine humaine

Figure 20: Modèle de progression 1 (bialn étude
transcriptomique)



mitose

points de contrôle du cycle cellulaire

CONCLUSION

La prolifération aberrante des cellules, par l’activation du cycle cellulaire et la 

perturbation des mécanismes de contrôle, et notamment d’arrêt du cycle cellulaire,

semble être le mécanisme prépondérant permettant la progression des tumeurs 

hypophysaires à prolactine vers le phénotype agressif (Figure 5).

CC. Mise en évidence de mécanismes liés à la progression 
métastatique dans les tumeurs hypophysaires à 

prolactine malignes 

surexpression de facteurs de transcription décris dans le processus de 

transition épithélio-mésenchymateuse

gènes impliqués dans 

l’activation de ce processus

surexpression d’enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice 

extracellulaire





CONCLUSION

Bien que la prolifération aberrante des cellules soit toujours active dans les tumeurs 

malignes, l’analyse des données issues du RNA-seq suggère que l’activation des 

processus de dissémination métastatique notamment via l’EMT soit le mécanisme 

principal impliqué dans la progression des tumeurs hypophysaires du phénotype 

agressif vers le phénotype malin (Figure 5).  

  

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

PARTIE 2 : Etude Des Altérations 
Chromosomiques Des Tumeurs 

Hypophysaires A Prolactine 



Nombre de tumeurs Méthode Gains Pertes Référence
33 tumeurs
      12 GH, 2 GH/PRL, 6 PRL
      2 TSH, 1 ACTH, 1 NF

FISH Triomie chr12 dans 5 tumeurs Tanaka C 1998

23 tumeurs NF CGH
X (35%); 4q (22%); 5q (22%); 13q; 
18; 17; 9p; 1q; 8p; 16q; 20q

18 (17%); 17 (9%); 13 (4%) Daniely M 1998

12 tumeurs
       2 GH; 1 PRL; 9 NF

CGH 1q; 7q 13q; 1p; 2; 11 Harada K 1999

38 tumeurs
       26 NF, 6 GH, 3 PRL, 
      1 ACTH, 1 FSH, 1 FSH/LH

CGH

3; 7; 9q; 14q; 17q; 19q; 20q; 6p; 
12q; 22q

PRL: 3; 5; 6q; 7; 9q; 11; 14q. 16; 18; 
19; 20

13q; 1p; Xq

PRL: 13q14-q31
Fan X 2001

8 tumeurs primaires + 
récurrences
        3 PRL; 4 GH; 1 NF

CGH

Tumeurs Primaires (PRL):
1q; 12q; 15q; 22q; 9; 14

Récurrences (PRL): 
4q; 5q; 13q; 4p; 1q;  12p; 5p; 9; 14

Récurrence (GH): 4q; 7

Tumeurs Primaires (PRL):
2; 1p; 8q; 10; 11; 16

Récurrence (PRL):
1p; 2; 1p; 4; 8q; 10; 11; 16

Récurrence (CGH): 8q; 9q; 10; 
12q; 13

Récurrence (NF): 12q

Rickert C 2001

4 carcinomes
    2 ACTH, 2PRL

CGH

PRL: 1q; 3p; 5; 6p11.2-21.3; 6q; 7p; 
8; 12; 14q; 16; 20; 21q; 22q

ACTH: 4; 5; 7; 9; 12; 13q22-ter; 
14q; 20; 22q13

PRL: 1p; 10; 11q21-ter; 15q Rickert C 2001

75 tumeurs
        10 GH; 5 PRL; 4 GH/PRL; 
        1 TSH; 5 ACTH; 50 NF

CGH

X (32%); 19 (16%); 12 (8%); 7; 9; 4; 
5; 6; 14; 16; 20; 3; 8; 13; Y; 1; 2; 15; 
17; 18; 21; 22 et 10

PRL (1 seule tumeur): X

11 (5,3%); 13 et 10 (4%)

PRL: aucune altération
Trautmann K 2001

15 tumeurs
      3 GH; 1 PRL; 1 ACTH; 
     10 NF

CGH
9q (53%); 19q (47%); 16p (40%); 
17p; 19p; 20q

4q; 5q et 13q (60%); 1p (53%); 
2q; 5p et 6q (47%); 8q; 11q; 12q; 
18q; 6p

Szymas  J 2002

24 tumeurs
      23 GH/PRL; 1 NF; 

CGH
4q; 17 et 19 (29%); 1p; 5 et 20 
(25%) 6q; 13q; 16p

1p (58%); 11p (46%); 17 (42%); 
16p; 4; 10p; 12; 20; 22q; 13q; 9p

Pack S 2005

Table 6 : Altérations chromosomiques mises en évidence par différentes études dans les 
tumeurs hypophysaires

Table 13: Altérations chromosomiques mises en évidences dans les tumeurs hypophysaires



II. Introduction 

Table 6

II.Méthodes 

A. Puce Génotypage Affymetrix « Genome Wide Human 
SNP Array 6.0 » 



Table 1 : Echantillons tumoraux et récapitulatif des expériences réalisées
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BB. Echantillons tumoraux 

Table 1



* *

*

* *

*

Figure 6 : Nombre moyen d’altérations (gains et pertes) dans les tumeurs agressives en 
fonction de leurs tailles.

Figure 21: Nombre d'altérations chromosomiques dans les tumeurs hypophysaires



IIII. Résultats 

A. Description globale des variations du nombre de copies 
chromosomiques dans les tumeurs hypophysaires à 

prolactine 

Figure 6



Figure 7 : Mise en évidence d’une altération spécifique aux tumeurs agressives ayant un 
impact sur l’expression des gènes touché

Figure 8 : Les gènes sous-exprimés suite à la perte d’un allèle sur le chr11p sont impliqués 
dans la répression de la prolifération

A B
Figure 22: Perte de la région chr11p et impact sur le 

transcriptome

Figure 23: Liens des gènes de la région chr11p ave la voie d'agressivité



BB. Etude de l’impact de l’altération commune aux tumeurs 
agressives sur le transcriptome et implication dans la 

progression tumorale 

agressives perte de copie allélique dans le bras p du 

chromosome 11 (Figure 7A) impact 

fonctionnel enrichissement significatif en gènes 

sous-exprimés Figure 7B

HTATIP2, DGKZ, GTF2H1, CD44 et TSG101

Figure 8

Les résultats détaillés sont présentés dans l’Article 1 présenté 

en Annexe 1.



Figure 9 : Corrélation entre variation du nombre de copie chromosomique et transcriptome.

Figure 24: Altération chr1q  et chr11q et impact sur le transcriptome

Table 7 : Gènes dérégulés par le gain 1q ou la perte 11q et présentant un lien avec la voie 
d’invasion

Table 14: Listes des gènes candidats mis en évidence dans les régions chr1q et chr11q

FC p-vaue Sonde ID FC p-value
CHI3L1 NM_001276 1q 27,94 0,00091 GE85870 1,12 ns
CRYAB NM_001885 11q 4,22 0,00541 GE79021 -1,37 ns
FMOD NM_002023 1q 8,40 0,00002 GE58273 1,23 ns
HSPB2 NM_001541 11q 4,17 0,00904 GE57438 2,66 ns

NM_000615 -3,70 0,00333 GE85957 -6,44 ns
NM_001076682 -5,71 0,04148 x x x

ns: données non significatives (p > 0, 05)

Gène RefSeq
RNAseq RNAchip

Chromosome

11qNCAM1

B

A



CC. Etude de l’impact des altérations communes aux 
tumeurs malignes sur le transcriptome et implication 

dans la progression tumorale. 

Figure 9A

Figure 9B



Figure 10 : Liens des gènes dérégulés suite au gain 1q ou à la perte 11p à la voie d’invasion

Figure 25: Liens entre les gènes dérégulés et la voie de malignité



Table 7

Figures 10



Figure 11 : Modèle de progression tumorale vers l’agressivité intégrant les données issues de 
l’analyse des altérations chromosomique

Figure 26: Modèle de progression 2 (bilan génotypage)



IIV. Discussion 

A. La perte du chromosome 11p semble être un événement 
prépondérant dans la progression vers le phénotype 

agressif 

une altération (perte chr11p) 

spécifique des tumeurs agressives

Table 6 p98

CONCLUSION

Dans le contexte de progression tumorale, il semble que l’altération du chromosome 

11 soit fortement impliquée dans la progression vers le phénotype agressif. L’absence 

d’accumulation d’altérations entre tumeurs non-agressives et tumeurs agressives que 

nous avons pu observer semble permettre d’éliminer le modèle linéaire de progression 

tumorale. La progression vers le phénotype agressif suivrait donc une voie différente de 

celle des prolactinomes non agressifs (Figure 11). Il est toutefois important de souligner 

la nécessité de réaliser cette étude dans une plus large cohorte afin de renforcer par des 

tests statistiques l’association entre les altérations 11p et l’agressivité tumorale. 





BB. Implication des altérations des chromosomes 1q et 11q 
dans la progression vers la malignité 

Table 6 page 98







  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSION

Toutes ces données suggèrent que la dérégulation des gènes FMOD, CHI3L1, HSPB2,

CRYAB, et NCAM1 peut expliquer, au moins en partie, l’activation de l’invasion 

observée dans les tumeurs malignes. Ceci révèle une importance fonctionnelle des 

altérations chromosomiques spécifiques des tumeurs malignes dans la progression vers 

le phénotype malin (Figure 11). Néanmoins, au vu du peu de tumeurs malignes 

disponibles et utilisées dans cette étude, une validation sur une plus large cohorte est 

nécessaire.
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II. Introduction 



Table 1 : Echantillons tumoraux et récapitulatif des expériences réalisées
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III.Méthodes 

A. Analyse des mutations 

B. Bases de données prédictives de l’effet des mutations sur 
la structure et la fonction des protéines 



Figure 12 : Analyse globale du nombre de mutations dans les tumeurs hypophysaires à 
prolactine

Figure 27: Analyse globales des mutations somatiques dans les tumeurs hypophysaires



CC. Visualisation des variants d’épissage 

D. Echantillons tumoraux 

Table 

1

III. Résultats 

A. Analyse globale des mutations ponctuelles à partir du 
séquençage ARN 

Figure 12



Figure 13 : Transitions, Transversions, Insertion/Délétions

Figure 28: Transitions, transversions et InDel



Figure 12

Figure 13

Figure 13

BB. Etude des mutations ponctuelles impliquées dans la 
progression vers le phénotype agressif 

Table 8



6 2 1 3 4 6 2 1 3 4
chr6:30557463 A:C 0,41 NM_001025091 ABCF1 chr2:160604514 C:T 0,53 NM_022826 MARCH7
chr6:30557463 A:C 0,41 NM_001090 ABCF1 chr2:160604541 G:A 0,29 NM_022826 MARCH7
chr21:35281421 T:C 0,47 NM_001697 ATP5O chr12:86272348 G:T 0,40 NM_006183 NTS
chr2:74754066 A:T 0,67 NM_181575 AUP1 chr19:14561722 A:C 1,00 NM_002741 PKN1
chr2:27460245 A:G 1,00 NM_004341 CAD chr19:14561722 A:C 1,00 NM_213560 PKN1
chr16:65025718 G:A 0,60 NM_001797 CDH11 chr19:39913558 A:G 0,50 NM_022835 PLEKHG2
chr1:214820099 A:G 0,60 NM_016343 CENPF chr5:174106 G:A 0,40 NM_052909 PLEKHG4B
chr3:53857917 T:G 0,50 NM_018397 CHDH chr3:129293183 T:C 1,00 NM_015103 PLXND1
chr9:140166676 T:A 0,50 NM_015456 COBRA1 chr18:9562042 C:T 1,00 NM_001042388 PPP4R1
chr17:48263999 A:T 1,00 NM_000088 COL1A1 chr18:9562042 C:T 1,00 NM_005134 PPP4R1

chr13:110959356 C:G 0,35 NM_001845 COL4A1 chr19:5783905 G:A 0,33 NM_001134316 PRR22
chr13:110959705 C:T 0,45 NM_001846 COL4A2 chr4:37962582 G:C 1,00 NM_006607 PTTG2
chr13:111111235 G:A 0,57 NM_001846 COL4A2 chr19:1109681 C:T 0,61 NM_001100122 SBNO2
chr19:10088271 C:G 0,43 NM_015719 COL5A3 chr19:1109681 C:T 0,61 NM_014963 SBNO2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_004369 COL6A3 chr1:31902242 A:T 0,64 NM_001199037 SERINC2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_057166 COL6A3 chr1:31902242 A:T 0,64 NM_001199038 SERINC2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_057167 COL6A3 chr1:31902242 A:T 0,64 NM_001199039 SERINC2
chrX:153881525 G:C 1,00 NM_020994 CTAG2 chr1:31902242 A:T 0,64 NM_018565 SERINC2
chrX:153881525 G:C 1,00 NM_172377 CTAG2 chr1:31902242 A:T 0,64 NM_178865 SERINC2
chr1:212274413 A:C 1,00 NM_016448 DTL chr3:66287056 G:A 0,91 NM_173471 SLC25A26
chr11:65349063 G:A 1,00 NM_001099409 EHBP1L1 chr4:1164277 C:G 1,00 NM_001128325 SPON2
chr19:34857686 A:T 1,00 NM_000175 GPI chr4:1164277 C:G 1,00 NM_001199021 SPON2
chr19:34857686 A:T 1,00 NM_001184722 GPI chr4:1164277 C:G 1,00 NM_012445 SPON2
chr2:234749783 C:G 0,58 NM_018410 HJURP chr22:42293140 G:C 0,96 NM_004599 SREBF2
chr19:19040312 G:C 1,00 NM_001145721 HOMER3 chr20:7964476 T:C 0,50 NM_021156 TMX4
chr19:19040312 G:C 1,00 NM_001145722 HOMER3 chr9:117792583 C:G 0,50 NM_002160 TNC
chr19:19040312 G:C 1,00 NM_001145724 HOMER3 chr8:144406705 C:T 1,00 NM_052963 TOP1MT
chr19:19040312 G:C 1,00 NM_004838 HOMER3 chr17:15531942 C:A 0,38 NM_006470 TRIM16
chr4:57898720 T:A 0,68 NM_001253835 IGFBP7 chr1:156011444 T:C 1,00 NM_020131 UBQLN4
chr4:57898720 T:A 0,68 NM_001553 IGFBP7 chr21:44273858 G:A 0,50 NM_018669 WDR4
chr8:145692340 A:C 0,71 NM_145754 KIFC2 chr21:44273858 G:A 0,50 NM_033661 WDR4

A CC
Position Ref:Mut Fréquence RefSeq SymbolePosition Ref:Mut Fréquence RefSeq Symbole

A

Table 8 : Liste des mutations spécifiques des tumeurs hypophysaires à prolactine agressives

Table 9 : Liste des mutations non silencieuses spécifiques des carcinomes (tumeurs 
hypophysaires à prolactine malignes)

9 27 23 8 7 6 2 1 3 4
chr2:70995129 G:A 1,0 NM_001185054 ADD2
chr2:70995129 G:A 1,0 NM_001185055 ADD2
chr2:70995129 G:A 1,0 NM_001617 ADD2
chr2:70995129 G:A 1,0 NM_017482 ADD2
chr2:70995129 G:A 1,0 NM_017488 ADD2
chr7:89753867 G:A 1,0 NR_003551 DPY19L2P4
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_001010865 EME2
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_001257370 EME2
chr1:213069420 C:T 0,4 NM_014053 FLVCR1
chr6:29974636 A:C 0,4 NR_024240 HLA-J
chr3:9430598 T:C 1,0 NR_027007 LOC440944

chr9:68426352 C:T 0,8 NR_033907 LOC642236
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_001040439 MAPK8IP3
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_015133 MAPK8IP3
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_023936 MRPS34
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_002513 NME3
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_023936 MRPS34
chr15:32988138 T:C 0,4 NM_001144757 SCG5
chr15:32988138 T:C 0,4 NM_003020 SCG5
chr16:1822603 A:C 0,3 NM_080861 SPSB3
chr21:9958009 G:A 0,5 NR_038327 TEKT4P2
chr21:9958009 G:A 0,5 NR_038328 TEKT4P2
chr21:9958009 G:A 0,5 NR_038329 TEKT4P2
chr3:9430598 T:C 1,0 NM_001114092 THUMPD3
chr3:9430598 T:C 1,0 NM_015453 THUMPD3

chr6:29974636 A:C 0,4 NR_026751 ZNRD1-AS1

A
Position Ref:Mut Fréquence RefSeq Symbole

NA

Table 15: Muations somatiques spécifiques des tumeurs 
agressives

Table 16: Mutations somatiques spécifiques dans les tumeurs malignes



CONCLUSION

Il semble que les mutations ponctuelles ne soient pas significativement impliquées 

dans la progression vers le phénotype agressif dans le cas des tumeurs hypophysaires à 

prolactine.

CC. Etude des mutations ponctuelles impliquées dans la 
progression vers le phénotype malin  

Table 9

1. Prédiction in silico de l’impact des mutations non silencieuses sur 
la séquence protéique 

Table 10

Table 10



Position RefSeq Symbole
Mutation
Protéine

Domaine SIFT Polyphen2 SNP3D

chr16:65025718 NM_001797 CDH11 T255M cadhérine 3e 0.01      0.996 0,30

chr3:53857917 NM_018397 CHDH E40A mitochondrial 0.05      0.022 1,21

chr11:65349063 NM_001099409 EHBP1L1 R307Q 0.08      0.105 -0,91

chr19:19040312 NM_001145722 HOMER3v1 S342R coiled-coil 0 0 -1,25

chr19:19040312 NM_001145721 HOMER3 S339R coiled-coil 0 1 -1,25

chr2:160604514 NM_022826 MARCH7 T238M sérine riche 0.05      0.007 nd

chr5:174106 NM_052909 PLEKHG4B R1076Q PH 0.08      0.994 -1,91

chr18:9562042 NM_001042388 PPP4R1 S593N 0.03 0 nd
chr19:5783905 NM_001134316 PRR22 P118L proline riche 0.01 nd nd

chr21:44273858 NM_018669 WDR4 P266S WD3 0.47      0.314 -0,75

chr21:44273858 NM_033661 WDR4 P266S WD3 0.47      0.314 -0,75

Table 10: Listes des mutations spécifiques des tumeurs à prolactine malignes prédites comme 
potentiellement délétères par un des trois algorithmes.

Figure 14 : Illustration de l’épissage du gène NTS probablement lié à l’existence d’une 
mutation dans le site donneur d’épissage de l’exon 3.

Table 17: Muations nonsynonymes potentiellement délétères spécifiques des tumeurs hypopysaires

Figure 29: Impact de la mutation du site d'épissage dans le gène NTS sur la structure de l'ARN



2. Etudes de l’impact des mutations sur l’épissage alternatif des ARNs 

Figure 14

IIV. Discussion/Conclusion 

A. RNA-seq et analyse des mutations somatiques 





BB. Mutations impliquées dans la progression vers le 
phénotype malin 



Figure 15 : Modèle de progression tumorale vers l’agressivité intégrant les données issues de 
l’analyse des mutations somatiques au modèle précédent

Figure 30: Modèle de progression 3 (bilan mutations somatiques)



CONCLUSION

De la même manière que pour les tumeurs agressives, il ne semble pas que les 

mutations soient significativement impliquées dans la progression vers le phénotype 

malin. Les données dont nous disposons suggèrent néanmoins une implication 

potentielle d’une mutation du gène CDH11 dans le processus de transition épithélio-

mésenchymateuse (Figure 15). De façon générale, le nombre de tumeurs dans les 

différents groupes tumoraux est trop faible pour réaliser une étude d’association entre 

les polymorphismes et la classification tumorale basée sur les statistiques. La nécessité 

de poser des seuils drastiques (la mutation doit être présente dans 100% des échantillons 

d’un groupe) explique le petit nombre de mutations identifiées. Enfin, pour ces 

dernières, une confirmation sur un plus grand nombre d’échantillons et une analyse 

mécanistique pour comprendre leurs effets  biologiques paraissent indispensables. 



  

 

 

 



  

 

 

 

 

PARTIE 4 : Etude Des MicroARNs Des 
Tumeurs Hypophysaires A Prolactine 
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Table 11 : Etude des microARNs dans les tumeurs hypophysaires, récapitulatif de la 

littérature

Table 18: Altérations des microARNs dans ls tumeurs hypophysaires
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Table 11 (4) : Etude des microARNs dans les tumeurs hypophysaires, récapitulatif de la 
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III.Méthodes 

A. Hybridation et analyse des puces microARN 

B. Bases de données microARNs 

targetscan



FC Pvalue FC Pvalue
hsa-miR-183 -2,67 0,0193 -2,23 0,0134
hsa-miR-148a -2,56 0,0305 -2,46 0,0444
hsa-miR-375 -2,37 0,0153 -2,01 0,0233

hsa-miR-342-3p -2,09 0,0446 -2,74 0,0424
hsa-miR-98 -1,94 0,0388 -2,60 0,0480

hsa-miR-23b -1,94 0,0306 -1,83 0,0091
hsa-miR-744 -1,92 0,0189 -2,93 0,0009
hsa-miR-340* -1,86 0,0148

hsa-miR-574-3p -1,83 0,0365 -2,12 0,0335
hsa-miR-331-3p -1,79 0,0149 -1,87 0,0143

hsa-miR-1280 -1,57 0,0349
hsa-miR-103 -1,46 0,0374 -1,41 0,0116
hsa-miR-107 -1,44 0,0401 nd nd
hsa-miR-425 1,50 0,0397 1,28 0,0297

hsa-miR-135b nd nd -2,43 0,0176
hsa-miR-139-5p nd nd -7,10 0,0426

hsa-miR-145 nd nd -4,41 0,0462
hsa-miR-20b nd nd -5,79 0,0461
hsa-miR-345 nd nd -2,67 0,0256
hsa-miR-489 nd nd -53,27 0,0451

hsa-miR-491-5p nd nd -3,08 0,0452
hsa-miR-517a nd nd 3,16 0,0399

nd: non détectés (signal sous le bruit de fond)
abs: non interrogés sur la plaque

miRNA ID Agilent microarrays TLDA (TaqMan)

abs

abs

Figure 16 : Comparaison des techniques miRNA-chip et TLDA

Figure 31: Comparaion microARN-chip/TLDA

Table 12: Liste des microARNs différentiellement régulés dans les tumeurs agressives par 
rapport aux tumeurs non agressives

Table 19: MicroARNs dérégulés dans les tumeurs agressives



CC. Echantillons tumoraux 

Table 1

III. Résultats 

A. Analyse globale du miRNome à l’aide de deux 
techniques 

Figure 16



Figure 17: Lien des microARNs dérégulés dans les tumeurs agressives par rapport aux 
tumeurs non-agressives avec la voie de prolifération

Figure 32: Liens des microARNs dérégulés avec la voie d'agressivité



Table 12

BB. Etude de l’implication de la dérégulation des microARNs 
dans la progression tumorale vers le phénotype agressif 

microARNs miR-98, miR-744 et miR-183

E2F2, TGFB1

KIAA0101

Figure 17

gène suppresseur de tumeur

miR-183 est régulé par le facteur de 

transcription ETS2 (Figure 17). 

Les résultats détaillés sont présentés dans l’Article 2 présenté 

en Annexe 2.



Table 13 : Liste des microARNs différentiellement régulés dans les tumeurs malignes par 
rapport aux tumeurs agressives

Table 20: MicroARNs différentiellement régulés dans les tumeurs malignes

FC pvalue FC pvalue
hsa-miR-106a 6,33 0,00003 3,03 0,0431
hsa-miR-106b 2,94 0,00189 1,44 ns

hsa-miR-125a-3p -2,34 0,00196 0,36 ns
hsa-miR-127-3p -7,87 0,00257 0,17 0,0561

hsa-miR-143 4,84 0,00579 0,91 ns
hsa-miR-17 6,63 0,00011 3,13 0,0320

hsa-miR-181a 5,84 0,00990 3,96 0,0473
hsa-miR-181c 3,86 0,01202 1,84 ns

hsa-miR-193a-3p 12,63 0,01022 6,88 0,0047
hsa-miR-193a-5p 36,50 0,00018 8,60 0,0001

hsa-miR-196b 4,65 0,02827 0,95 ns
hsa-miR-199a-3p 5,97 0,00090 2,56 ns
hsa-miR-199a-5p 10,77 0,00291 42,94 ns

hsa-miR-200c 11,75 0,00362 2,71 0,0001
hsa-miR-202 11,85 0,00428 6,10 0,0055
hsa-miR-20a 6,58 0,00019 3,75 0,0255
hsa-miR-216a 13,81 0,00013 3,52 ns
hsa-miR-224 8,26 0,00686 0,80 ns
hsa-miR-328 -4,53 0,00640 0,23 0,0309

hsa-miR-34c-5p 103,44 1,66895E-06 52,59 3,1824E-06
hsa-miR-365 5,13 0,01093 2,45 0,0205
hsa-miR-370 -6,03 0,00306 0,18 0,0497
hsa-miR-422a 3,74 0,00424 1,31 ns

hsa-miR-455-3p 23,22 0,00040 5,04 ns
hsa-miR-455-5p 676,37 0,00001 10,50 0,0346

hsa-miR-519a -2,30 0,00787 0,65 ns
hsa-miR-542-3p 31,08 0,00002 7,92 ns
hsa-miR-542-5p 8,72 0,00034 3,13 ns
hsa-miR-576-3p 3,24 0,00712 2,64 0,0373

hsa-miR-642 3,48 0,00324 3,66 0,0007
hsa-miR-653 91,77 0,00000 0,48 ns

hsa-miR-671-3p 2,65 0,00872 1,04 ns
hsa-miR-9 10,70 0,00657 2,32 0,0048

hsa-miR-92a 4,01 0,00212 1,38 ns
hsa-miR-93 5,06 0,00027 2,34 0,0315

En gras: les microARN différentiellement exprimés dans les deux comparaisons

Malignes vs Agressives Malignes vs Non agressive
miRNA ID



CC. Etude de l’implication des microARNs dans la 
progression vers le phénotype malin 

Table 13

Table 13 ; en gras

Table 14

Figure 18

IV. Discussion/conclusion 

A. Comparaison de la technique d’hybridation et de RT-
qPCR pour l’analyse des microARNs 



Table 14 : Liste des microARNs présentant une cible connue impliquée dans la régulation 
de l’invasion, de la migration ou de la survie cellulaire

Table 21: MicroARNs dérégulés et leurs cibles potentielles dans les tumeurs malignes

Figure 18: Lien des microARNs dérégulés dans les tumeurs malignes par rapport aux 
tumeurs agressives avec la voie d’invasion

microARN FC pvalue Cible FC pvalue Référence
hsa-miR-106a 6,33 0,00003 TGFBR2 -2,39 0,0266 Feng B 2012
hsa-miR-181a 5,84 0,00990 BMI ns ns Taylor MA 2013

ZEB1 -4,67 0,0495 Gregory PA 2008
ZEB2 5,04 0,0063 Chuang TD 2012

hsa-miR-20a 6,58 0,00019 SMAD7 ns ns Chang Y 2013
hsa-miR-9 10,70 0,00657 CDH1 ns ns Li Ma 2010

0,00362hsa-miR-200c 11,75

Figure 33: Liens des microARNs dérégulés avec la voie de malignité



BB. Rôle des microARNs au cours de la progression 
tumorale des tumeurs hypophysaires à prolactine 

humaine 

(Table 11





Table 15 (1) : Variation d’expression de miR-183 dans les cancer/lignées cellulaires par 
rapport aux tissus/lignées normaux ; résumé de la littérature

Ca
nc

er
Va

ria
tio

n 
de

 m
iR

-1
83

Ci
bl

e
M

éc
an

is
m

e 
de

 ré
gu

la
tio

n
Ré

fé
re

nc
e

Co
lo

n
Ea

rle
 JS

 2
01

0
M

ot
oy

am
a 

K 
20

09
Ba

nd
ré

s E
  2

00
6

En
do

m
èt

re
FO

XO
1 

M
ya

tt
 S

  2
01

0

Fo
ie

AK
AP

12
PD

CD
4 

Go
ep

pe
rt

 B
 2

01
0

Li
 J 

20
10

Gl
io

m
es

Ta
ng

 H
 2

01
3

Le
uc

ém
ie

EG
R1

be
ta

-T
rC

P
FO

XP
3

Li
u 

YL
  2

01
3

Li
u 

W
H 

  2
01

2

Ly
m

ph
om

es
 d

e 
Ho

dg
ki

n
FO

XO
1

vo
ie

s A
KT

/P
KB

 e
t 

M
AP

K/
ER

K
Xi

e 
L  

20
12

M
éd

ul
lo

bl
as

to
m

e
AK

T1
/2

W
ee

ra
ra

tn
e 

SD
  2

01
2

Ch
o 

YJ
  J

 2
01

1
Go

kh
al

e 
A 

20
10

N
eu

ro
bl

as
to

m
e

M
YC

N
; H

DA
C2

Lo
dr

in
i M

 2
01

3
Œ

so
ph

ag
e

Li
u 

R 
20

12
Zh

ao
 H

 2
01

2
Zh

u 
J 2

01
2

O
va

ire
TI

AM
1

Li
 J 

 2
01

2
Pa

nc
ré

as
BM

I1
Ul

ric
h 

W
el

ln
er

 2
00

9
Pe

au
He

ff
el

fin
ge

r C
 2

01
2

Ph
éo

ch
ro

m
oc

yt
om

es
de

 C
ub

as
 A

A 
20

13
Pa

tt
er

so
n 

E 
20

12

O
st

eo
sa

rc
om

e 
EZ

RI
N

 (V
IL

2)

Table 22: Résumé de la littérature pour les variations du miR-183 dans les cancers



Table 15 (2) : Variation d’expression de miR-183 dans les cancer/lignées cellulaires par 
rapport aux tissus/lignées normaux ; résumé de la littérature
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(Table 15).

CONCLUSION

D’après ces résultats, et en particulier d’après la capacité des microARNs 

identifiés à réguler des gènes clés du cycle cellulaire de façon directe, il semblerait que 

la dérégulation de ces microARNs soit une étape favorisant la progression vers un 

phénotype agressif notamment par la sur-activation de la prolifération (Figure 19).

Cette sur-activation permettant elle-même l’acquisition des altérations 

chromosomiques mises en évidences précédemment.



Figure 19 : Modèle de progression tumorale vers l’agressivité intégrant les données issues 
de l’analyse des microANRs au modèle précédent

Figure 34: Modèle de progression 4 (bilan microARN)



CC. Rôle des microANRs dans la progression vers le 
phénotype malin 

Table 11

Figure 18





CONCLUSION

Les microARNs observés dérégulés dans les tumeurs malignes par rapport aux 

tumeurs agressives semblent être impliqués à la fois dans la stimulation de l’invasion, 

de la migration et de la transition épithélio-mésenchymateuse mais également dans sa 

répression (Figure 19). Bien que des résultats préliminaires suggèrent que la 

dérégulation de certains de ces microANRs soit une conséquence des altérations 

chromosomiques, des analyses plus approfondies sont nécessaires à la compréhension 

des mécanismes à l’origine de la dérégulation de ces microARNs.  



  



  

 

 

CHAPITRE 3 : DISCUSSION 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

PARTIE 1 : Modèles De Progression 
Tumorale 



Figure 1 : Modèles putatifs de progression tumorale applicables aux prolactinomes 
humains

Figure 35: Modèles putatifs de progression tumorale applicable aux tumeurs hypophysaires



II. Proposition d’un modèle de progression tumorale 
basé sur une stratégie de génomique intégrative 

(biologie intégrative) 

A. La stratégie de génomique intégrative 

Figure 1, 



Figure 2 : Modèle de progression tumorale vers l’agressivité des tumeurs hypophysaires à 
prolactine

Figure 36: Modèle progression vers l'agressivité pour les tumeurs hypophysaires à prolactine



Par conséquent, l’approche génomique intégrative est une méthode permettant de 

mettre en évidence les grandes voies dérégulées et les causes de leur dérégulation. Il 

semble donc que ce soit une approche intéressante pour retracer le déroulement des 

événements au cours de la progression tumorale.

BB. Le modèle de progression tumorale des prolactinomes 
humains 

Figure 2







Figure 3 : Modèle de progression tumorale des tumeurs hypophysaires humaines par 
Melmed S. 2011. 

Figure 37: Modèle de tumorigenèse hypophysaire



III.Pourquoi un modèle non linéaire ? 

A. L’existence d’un modèle non linéaire pour la 
progression tumorale des tumeurs hypophysaire : 

présentation et critique. 

Figure 3 ; .



Figure 4 : Modèle de progression tumorale du cancer du côlon

Figure 38: Modèle de progression du cancer du côlon



BB. Le modèle linéaire et ses implications en termes 
d’altérations 

Figure 4



Nombre de tumeurs Méthode Gains Pertes Référence
33 tumeurs
      12 GH, 2 GH/PRL, 6 PRL
      2 TSH, 1 ACTH, 1 NF

FISH Triomie chr12 dans 5 tumeurs Tanaka C 1998

23 tumeurs NF CGH
X (35%); 4q (22%); 5q (22%); 13q; 
18; 17; 9p; 1q; 8p; 16q; 20q

18 (17%); 17 (9%); 13 (4%) Daniely M 1998

12 tumeurs
       2 GH; 1 PRL; 9 NF

CGH 1q; 7q 13q; 1p; 2; 11 Harada K 1999

38 tumeurs
       26 NF, 6 GH, 3 PRL, 
      1 ACTH, 1 FSH, 1 FSH/LH

CGH

3; 7; 9q; 14q; 17q; 19q; 20q; 6p; 
12q; 22q

PRL: 3; 5; 6q; 7; 9q; 11; 14q. 16; 18; 
19; 20

13q; 1p; Xq

PRL: 13q14-q31
Fan X 2001

8 tumeurs primaires + 
récurrences
        3 PRL; 4 GH; 1 NF

CGH

Tumeurs Primaires (PRL):
1q; 12q; 15q; 22q; 9; 14

Récurrences (PRL): 
4q; 5q; 13q; 4p; 1q;  12p; 5p; 9; 14

Récurrence (GH): 4q; 7

Tumeurs Primaires (PRL):
2; 1p; 8q; 10; 11; 16

Récurrence (PRL):
1p; 2; 1p; 4; 8q; 10; 11; 16

Récurrence (CGH): 8q; 9q; 10; 
12q; 13

Récurrence (NF): 12q

Rickert C 2001

4 carcinomes
    2 ACTH, 2PRL

CGH

PRL: 1q; 3p; 5; 6p11.2-21.3; 6q; 7p; 
8; 12; 14q; 16; 20; 21q; 22q

ACTH: 4; 5; 7; 9; 12; 13q22-ter; 
14q; 20; 22q13

PRL: 1p; 10; 11q21-ter; 15q Rickert C 2001

75 tumeurs
        10 GH; 5 PRL; 4 GH/PRL; 
        1 TSH; 5 ACTH; 50 NF

CGH

X (32%); 19 (16%); 12 (8%); 7; 9; 4; 
5; 6; 14; 16; 20; 3; 8; 13; Y; 1; 2; 15; 
17; 18; 21; 22 et 10

PRL (1 seule tumeur): X

11 (5,3%); 13 et 10 (4%)

PRL: aucune altération
Trautmann K 2001

15 tumeurs
      3 GH; 1 PRL; 1 ACTH; 
     10 NF

CGH
9q (53%); 19q (47%); 16p (40%); 
17p; 19p; 20q

4q; 5q et 13q (60%); 1p (53%); 
2q; 5p et 6q (47%); 8q; 11q; 12q; 
18q; 6p

Szymas  J 2002

24 tumeurs
      23 GH/PRL; 1 NF; 

CGH
4q; 17 et 19 (29%); 1p; 5 et 20 
(25%) 6q; 13q; 16p

1p (58%); 11p (46%); 17 (42%); 
16p; 4; 10p; 12; 20; 22q; 13q; 9p

Pack S 2005

Table 1 : Altérations chromosomiques mises en évidence par différentes études dans les 
tumeurs hypophysaires



CC. L’étude des altérations chromosomiques dans les 
prolactinomes révèle un modèle non linéaire 

1. Absence d’accumulation d’altérations chromosomiques entre 
tumeurs non agressives et agressives 

Figure 1

2. La perte du chromosome 11p est probablement sélectionnée au 
cours de la progression vers le phénotype agressif 

Table 1





Par conséquent, le caractère récurrent de la perte du chromosome 11 dans les 

tumeurs hypophysaires à prolactine, et d’autres types tumoraux, associé à

l’agressivité ainsi que les expériences tendant à prouver que le chromosome 11 

contient des gènes suppresseurs de tumeurs, semblent confirmer que cette altération 

n’est pas secondaire mais est sélectionnée au cours de la progression tumorale.

L’ensemble de ces données semble être en faveur d’un modèle non linéaire de la 

progression tumorale.





DD. Comportement tumoral et modèle non linéaire 



Figure 5 : Etapes du cycle cellulaire dans lesquelles sont impliqués les gènes dérégulés 
dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs malignes

Figure 39: Etapes du cycle cellulaire et gènes dérégulés dans les tumeurs agressives



IIII. Hiérarchisation des événements 
moléculaires de progression tumorale  

A. L’activation de la prolifération comme mécanisme 
principal  

Figure 5

1. La surexpression d’E2F2 active la transition G1/S 





L’ensemble de ces données permet de supposer que la surexpression d’E2F2 est 

centrale dans l’activation du cycle cellulaire observée dans les tumeurs hypophysaires 

à prolactine agressives. 

2. La dérégulation des points de contrôle de la mitose entraine de 
l’instabilité génétique 

Par conséquent, la dérégulation de ces gènes peut faire partie des mécanismes 

favorables à l’acquisition des altérations chromosomiques observées spécifiquement 

dans les tumeurs agressives.



Figure 6 : CC25B/C et les dommages à l’ADN

Figure 40: CDC25B/C et les dommages à l'ADN



3. Perturbations des réponses aux dommages à l’ADN 

4. Inhibition de la transition G2/M via l’inhibition de CDC25B/C 

Figure 6

Par conséquent, la surexpression de CDC25B/C observée dans les tumeurs 

hypophysaires agressives est potentiellement impliquée dans le maintien de la 

prolifération en présence de dommages à l’ADN.



Figure 7 : Illustration de la voie P53/P21 dérégulée dans les tumeurs hypophysaires à
prolactine agressives 

Figure 41: Voie TP53/p21 dérégulée dans les tumeurs hypophysaires agressives



5. Perturbations de l’arrêt du cycle cellulaire p53 dépendant 

Figure 7





L’ensemble de ces données suggère donc que la progression tumorale des tumeurs 

hypophysaires à prolactine humaines vers le phénotype agressif est dépendante de 

l’activation aberrante du cycle cellulaire d’une part et de la dérégulation de différents 

points de contrôles d’autre part. La perturbation de ces différents mécanismes semble 

donc constituer une situation propice à l’acquisition d’altérations génétiques et à leur 

sélection clonale au cours de la prolifération. Par conséquent, il est possible de faire 

l’hypothèse selon laquelle la dérégulation du cycle cellulaire est antérieure et 

nécessaire à l’acquisition des altérations chromosomiques spécifiques des tumeurs 

agressives.  

Il s’agit alors d’examiner les mécanismes à l’origine de ces dérégulations et les 

conséquences des altérations chromosomiques identifiées.

BB. La dérégulation des microARNs comme activateur de 
la prolifération 

1. Identification de microARNs impliqués dans la régulation du 
cycle cellulaire 





2. Les mécanismes impliqués dans la régulation de ces microARNs 
en fait un événement précoce dans la progression vers 

l’agressivité 

a. La dérégulation de ces microARNs n’est pas une conséquence des 
altérations de l’ADN ou de la méthylation 

b. Implication de facteurs de transcription et lien avec l’environnement 





Toutes ces données suggèrent que le facteur de transcription ETS2 pourrait être 

dérégulé de façon précoce dans la progression tumorale des tumeurs hypophysaires à 

prolactine, notamment par des perturbations hormonales (œstrogènes), entrainant la 

diminution du niveau d’expression de miR-183. 



Figure 8 : Relations complexes entre VDR, PIT-1 (POU1F1) et HMGA1/2 

Figure 42: Relations complexes entre VDR, PIT-1 (POU1F1) et HMGA1/2



Figure 8

En définitive l’ensemble des observations présentées suggère que la dérégulation 

des microARNs miR-183, miR-98 et miR-744 impliqués dans le contrôle du cycle 

cellulaire et de la survie serait la conséquence d’événements précoces dans la 

progression tumorale appuyant l’hypothèse selon laquelle la dérégulation de ces 

microARNs est un événement « driver » dans la progression vers le phénotype 

agressif.





CC. La perte du chromosome 11p et le maintien d’une 
situation propice à l’acquisition de nouvelles 

altérations 





IIV. La progression vers le phénotype malin  

A.   Identification d’oncogènes impliqués dans la 
dissémination métastatique 









L’ensemble de ces observations montre une activation à la fois des processus de 

remodelage de la matrice extracellulaire (surexpression de MMP2, 11, 14, 19 et 28) et 

de motilité cellulaire (diminution de NCAM1 et CDH1, augmentation de VIM1 et de 

facteurs de transcription impliqués dans l’EMT) dans la progression tumorale des 

tumeurs hypophysaires à prolactine agressive vers le phénotype malin. 



Table 2 : Récapitulatif des altérations observées spécifiquement dans les tumeurs 
hypophysaires à prolactine malignes

Table 23: Récapitulatif des altérations spécifiques des tumeurs malignes
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BB. Implication des altérations spécifiques des tumeurs 
malignes dans l’activation de l’EMT et de la migration 

Table 2

Table 2

Les altérations des chromosomes 1q et 11q observées spécifiquement dans les 

tumeurs malignes pourraient être acquises suite à la prolifération non régulée dans 

les tumeurs agressives. La dérégulation des gènes touchés par ces altérations 

chromosomiques pourrait être impliquée dans l’activation de la dissémination 

métastatique par une transition épithélio-mésenchymateuse partielle ou limitée à un 

groupe de cellules.





  

 

 

 

 

PARTIE 2 : Un Modèle Incomplet Sans 
Les Etapes Précoces 
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Table 3 : Liste non exhaustive des altérations identifiées dans la tumorigenèse 
hypophysaire

Table 24: Liste non exhaustive des altérations impliquées dans la tumorigenèse hypophysaire



II. Un événement initiateur toujours inconnu 

Table 3

Table 3

II.Le problème de la cellule d’origine et ses 
implications pour la progression tumorale 

A. Les populations cellulaires dans l’hypophyse 



Figure 9 : Voie de différenciation des cellules de l’hypophyse. 

Figure 10 : Hypothèse d’événement précoce pour les tumeurs hypophysaires à prolactine

Figure 44: Hypothèse d'événements précoce pour les tumeurs hypophysaires à prolactine

Figure 43: Voie de différenciaton des cellules hypophysaires



Figure 9

BB. Implication de la cellule différenciée comme cellule 
d’origine 

Figure 1BC

Figure 10





Figure 10

CC. Implication de la cellule progénitrice comme cellule 
d’origine 



Figure 11 : Modèle de progression tumorale avec une cellule progénitrice comme cellule de 
départ pour le phénotype agressif et une cellule différenciée comme cellule d’origine pour le 
phénotype non agressif.

Figure 45: Hypothèse de progression avec une cellule
progénitrice comme cellule d'origine



Figure

11

Les données de la littérature montrent que de nombreuses questions restent en 

suspens en particulier concernant la nature de l’événement initiateur. Enfin, la 

véracité du modèle de progression proposé reste à tester, bien qu’il semble difficile de 

construire un modèle de progression in vitro ou in vivo sans avoir identifié au 

préalable la cellule d’origine et l’événement initiateur.





PPARTIE 3 : Conclusions et Perspectives 













Pour résumer, ce projet a donc permis 

1) de confirmer à l’échelle moléculaire l’existence du phénotype agressif ou grade 

2b et d’identifier de nouveaux marqueurs moléculaires pour compléter la définition 

de ce phénotype tumoral 

2) de proposer de nouveaux marqueurs potentiels pour le diagnostic des tumeurs 

agressives ou le pronostic d’évolution métastatique des tumeurs 

3) de proposer de nouvelles pistes concernant l’évolution de la thérapie avec les 

cibles microARNs

Tout ceci souligne la puissance de l’approche intégrative multidimensionnelle dans 

l’analyse des tumeurs, que ce soit sur le plan fondamental ou sur le plan clinique. En 

particulier, nous avons montré que cette approche est tout à fait pertinente pour 

l’étude des tumeurs rares puisqu’elle est applicable à de petites cohortes 

d’échantillons tumoraux humains. Enfin cette méthode peut être utilisée pour 

l’analyse de tous les types tumoraux, même ceux présentant des difficultés dans le 

diagnostic de la malignité.  
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Article 1 

 Integrated genomic profiling identifies loss of chromosome 11p 
impacting transcriptomic activity in aggressive pituitary PRL tumors. 
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Integrated Genomic Profiling Identifies Loss of Chromosome
11p Impacting Transcriptomic Activity in Aggressive Pituitary
PRL Tumors
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Abstract
Integrative genomics approaches associating DNA structure and transcriptomic analysis
should allow the identification of cascades of events relating to tumor aggressiveness.While
different genome alterations have been identified in pituitary tumors, none have ever been
correlated with the aggressiveness. This study focused on one subtype of pituitary tumor,
the prolactin (PRL) pituitary tumors, to identify molecular events associated with the
aggressive and malignant phenotypes. We combined a comparative genomic hybridization
and transcriptomic analysis of 13 PRL tumors classified as nonaggressive or aggressive.
Allelic loss within the p arm region of chromosome 11 was detected in five of the aggressive
tumors. Allelic loss in the 11q arm was observed in three of these five tumors, all three of
which were considered as malignant based on the occurrence of metastases. Comparison of
genomic and transcriptomic data showed that allelic loss impacted upon the expression
of genes located in the imbalanced region. Data filtering allowed us to highlight five
deregulated genes (DGKZ, CD44, TSG101, GTF2H1, HTATIP2), within the missing 11p
region, potentially responsible for triggering the aggressive and malignant phenotypes of
PRL tumors. Our combined genomic and transcriptomic analysis underlines the importance
of chromosome allelic loss in determining the aggressiveness and malignancy of tumors.
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INTRODUCTION
Cancer is widely accepted as a clonal disease that arises from a
single normal cell and progresses because of the accumulation of
alterations. The model proposed by Peter C. Nowell in 1976 (29)
hypothesized that neoplasia is the consequence of a single
primary genetic alteration [mutation of specific genes, loss of het-
erozygosity, chromosomal rearrangement, copy number alteration
(CNA)] which confers a selective proliferative advantage to the
cell. The progression from neoplasia to metastasis could then be a
result of the stepwise accumulation of alterations (acquired ran-
domly or not) impacting downstream specific signaling pathways.
Despite our knowledge of the common occurrence of DNA alter-
ations in different forms of cancers, the driving role of this

remains controversial (11). One way of deciphering the events
cascade involves an integrative genomic approach performed in
the same samples associating DNA structure and transcriptomic
analyses.

The prolactin (PRL) pituitary tumor is an interesting model for
studying tumor development and progression because it is a slow-
growing tumor and thus allows analysis of the first steps of tumoral
development. It originates from a single cell (1) and presents well-
defined phenotypes. Furthermore, the phenotypes, noninvasive,
invasive, and invasive–aggressive, are well characterized clinically,
histologically, and molecularly (33, 42). The diagnosis of malig-
nancy is still based on the presence of metastasis (26), although the
molecular events responsible for tumor progression toward the
malignant phenotype remain unknown.
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Comparative genomic hybridization (CGH) or microsatellite
analysis, performed on all subtypes of pituitary tumors [(8, 22, 36,
37, 41) and for review (7)], has revealed alterations on many chro-
mosomes but failed to highlight any specific candidate loci.Amore
recent CGH analysis (32) performed on 24 sporadic pituitary
adenomas showed that the most considerable changes observed
occurred on chromosome 11. Despite these interesting descriptive
findings, the functional role of these DNA alterations in tumor
progression was not assessed.

Comparative transcriptomic studies performed on all types of
pituitary tumor have highlighted different deregulated genes and
pathways [review in (43)]. However, as all tumor types were com-
bined, the comparison of gene expression was not appropriate.
A recent comparative transcriptomic analysis focusing on one
subtype of pituitary tumor (PRL tumors) revealed the deregulation
of specific genes (42) connected in a signaling pathway associated
specifically with aggressiveness (43).

To date, no genome-wide exploration of DNA structure, coupled
with a transcriptomic analysis of benign and aggressive pituitary
tumors, has been performed. In this study we compared the
genomic DNA alterations in aggressive (including malignant) PRL
tumors (A) with those in nonaggressive PRL tumors (NA). Simul-
taneously, within the same samples, we analyzed the relationship
existing between the transcriptomic activity and the DNA CNAs,
and proposed a strategy of data filtering to find candidate genes
involved in malignancy.

MATERIALS AND METHODS

Tumor samples

The 13 PRL tumors were surgically harvested from seven male and
six female patients. All tumors were immunostained with PRL
antibody and classified into two pathological groups: nonaggres-
sive (NA: n = 7), including noninvasive and invasive tumors

(33, 42), and aggressive (A: n = 6), including invasive–aggressive
and tumors that were considered as malignant (33, 42). The NA
showed no proliferation or invasion markers and were totally
removed by surgery. Those patients showed no signs of recurrence
after a long follow-up. The invasive PRL macroadenomas some-
times showed signs of proliferation (few mitoses and low Ki-67
index) and polysialic acid neural cell adhesion molecule (PSA-
NCAM) expression and were not completely surgically removed:
the PRL plasma levels remained high and a long time to recurrence
was often observed. The A were characterized by a high prolifera-
tion rate [numerous mitoses, high Ki-67 index, nuclear labeling of
pituitary transforming tumor gene (PTTG) and P53], frequent
dopamine resistance and a short time to recurrence. Malignancy
was based on the occurrence of metastases during clinical follow-
up. Genetic analysis was performed on frozen fragments that had
been stored at -80°C (Neurobiotec Bank, Lyon, France). The main
clinical, pathological and genetic data are shown in Table 1. The
studies were approved by the ethics committee of Lyon, and
informed consent was obtained from each patient according to
French law.

CGH analysis

Genomic DNA was isolated from frozen tumoral and normal pitu-
itary fragments with the QIAamp® DNA micro kit (Qiagen,
Hilden, Germany) and was quantified with The Nanodrop®
ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, USA); the quality was
verified on agarose gel. Genotyping and CNA analysis were per-
formed using the Affymetrix® Genome-wide human single nucle-
otide polymorphism (SNP) array 6.0 chip (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Arrays were washed using the GeneChip® Fluidics Station 450
(Affymetrix) station and scanned using the GeneChip® scanner
3000 7G (Affymetrix). All pituitary samples and reference
genomic DNA, 103 (Affymetrix) were processed in the same batch
and hybridized at ProfileXpert platform (Bron, France).

Table 1. Pathological and genetic data from patients with PRL pituitary tumors. Abbreviations: A = aggressive PRL tumors; NA = nonaggressive PRL
tumors; PRL = prolactin.

Tumor
number

Sex Age Tumor size
(mm3)

Invasion Pathological group Postoperative events Chromosome gains Chromosome losses

1 M 66 4620 Yes A Recurrence, death 3p, 5, 8, 14q, 19p 11p
2 F 54 4000 Yes A Recurrence 4q 1p, 11p
3 M 68 5000 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis,

death
1q, 3p, 8q, 9, 14q, 19p 1q, 11

4 M 54 6912 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis,
death

1q, 5, 15q, 19q 11, 17p

5 F 31 864 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis 1q, 8q 1, 4, 11, 13q, 15q
6 F 43 4600 Yes A Recurrence — —
7 M 40 8000 Yes NA Persistence Y —
8 M 41 500 Yes NA Persistence — 15q, 2p
9 M 41 2450 No NA Remission 7, 9 —
10 F 44 365 No NA Remission 3, 5p, 7, 9 15q
11 M 39 13282 No NA Remission 8, Y —
12 F 30 216 No NA Remission 9 —
13 F 38 1000 No NA Remission 7p, 20 13q

Integrated Genomic Profiling in PRL Pituitary Tumors Wierinckx et al

2 Brain Pathology (2011)

Brain Pathology © 2011 International Society of Neuropathology

No claim to original US government works



CGH and genotyping data have been deposited in Gene Expres-
sion Omnibus under the accession number GSE 22615.

CNAs

Affymetrix CEL files were extracted using the Genotyping
Console™ software version 3.0 (Affymetrix). For SNP genotyp-
ing, we used the Birdseed (v2.2) analysis algorithm. Accuracy
of genotyping was checked by performing a concordance test
between processed reference 103 and a preprocessed reference
103 (Affymetrix). The test of concordance showed a 99.79%
homology between the two genotypes, indicating consistent plat-
form performance. Moreover, only samples showing a call rate
>96% and a Median Absolute Pairwise Difference (MAPD)
metric <4 were considered for further analysis. Copy number
analysis was performed using Partek® Genomics Suite version
6.4 (Partek, St Louis, MO, USA) following normalization by the
invariant set normalization procedure, and signal intensities were
computed using PM/MM model-based expression. Raw copy
number data were computed using a batch of 270 normal external
control samples from the International HapMap project as a ref-
erence. To remove alterations not associated with tumor pheno-
type, copy number variation was also analyzed on a normal pitu-
itary sample processed simultaneously in the same batch as tumor
samples. Inferred copy numbers were predicted using a genomic
segmentation algorithm. Only CNAs with cut-offs at >2.7 copies
for gain and <1.3 for loss were considered.

Transcriptomic analysis

Total RNA was extracted from the same human pituitary tumors
using Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the
manufacturer’s protocol. For q-RTPCR, total RNA was subjected
to DNAse treatment using an RNeasy®minikit (Qiagen) according
to the manufacturer’s protocol.

Total RNA yield was measured by spectrophotometry at OD260,
the purity confirmed by an A260/A280 ratio of 1.9–2.1 using the
Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop), and the sample quality evalu-
ated on nanochips with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) according to the manufac-
turer’s protocol.

Total RNA (2 mg) was amplified and biotin labeled by a round
of in vitro transcription (IVT) with a MessageAmp™ aRNA kit
(Ambion, Austin, TX, USA) following the manufacturer’s instruc-
tions. To confirm process efficiency, all samples were spiked with
various concentrations of control synthetic mRNA before amplifi-
cation. aRNA yield was measured with NanoDrop and the quality
assessed on nanochipswith theAgilent 2100Bioanalyzer (Agilent).

Ten micrograms of biotin-labeled aRNA were fragmented using
5 mL of fragmentation buffer in a final volume of 25 mL, mixed
with 235 mL of Amersham hybridization solution (Applied
Microarrays, Tempe, AZ, USA) and injected onto CodeLink™
Uniset Human Whole Genome bioarrays (Applied Microarrays,
Tempe, AZ, USA) containing 55 000 human oligonucleotide gene
probes. Arrays were hybridized overnight at 37°C at 250 rpm in a
shaking incubator The slides were washed in stringent Tris-NaCl-
Tween (TNT) buffer at 46°C for 1 h before incubation for 30 min in
3.4 mL of streptavidin-cy5 solution (GE Healthcare) as described
previously (10). Slides were then washed four times in 240 mL of

TNT buffer, rinsed twice in 240 mL of water containing 0.2%
Triton® X-100 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), and dried by
centrifugation at 640 g before being scanned using a Genepix®

4000B scanner (Axon, Union City, CA, USA) and Genepix® soft-
ware (Axon), with the laser set at 635 nm, 100% power, and 60%
photomultiplier tube voltage. The scanned image files were ana-
lyzed using CodeLink™ExpressionAnalysis software, version 4.0
(Applied Microarrays), which produces both a raw and normalized
hybridization signal for each spot on the array.

To account for the difference in relative intensity of the raw
hybridization signal on arrays between experiments, CodeLink™
software was used to normalize the signal on each array to the
median (median intensity is 1 after normalization), thus allowing
better cross-array comparison. The threshold of detection was cal-
culated using the normalized signal intensity of the 100 negative
control probes in the array. Spots with signal intensities below this
threshold were considered as “absent.”

The quality of processing was evaluated by generating scatter
plots of positive signal distribution. Statistical comparison and fil-
tering were performed using Partek® Genomics Suite version 6.4.

Transcriptomic data have been deposited in Gene Expression
Omnibus under the accession number GSE 22812.

Q-RTPCR

Total RNA (0.5 mg) was reverse transcribed using Moloney murine
leukemia virus (MMLV) reverse transcriptase (RT) (Invitrogen).
The absence of contaminating genomic DNA in the RT reactions
was checked by q-PCR directly on total RNA.

The cDNA synthesized was measured using q-RTPCR
(SYBR® Green PCR, LightCycler®, Roche Diagnostics India-
napolis, IN, USA) following the manufacturer’s recommenda-
tions. The LightCycler experimental protocol consisted of an
initial Taq activation at 95°C for 10 minutes followed by a touch-
down PCR step of 12 cycles consisting of 15 s at 95°C, 5 s at
68°C and 8 s at 72°C, followed by 43 cycles consisting of 15 s at
95°C, 5 s at 60°C, and 10 s at 72°C, with a single fluorescence
measurement. The specificity of PCR amplification was analyzed
with a melting curve program (69°C–95°C), with a heating rate
of 0.1°C/s and continuous fluorescence measurement. Primers
were designed with Primer3 software (Whitehead Institute, Cam-
bridge, MA, USA) and purchased from Eurogentec (Seraing,
Belgium). All primers had melting temperatures between 60°C
and 62°C, and all the products were 100–150 bp. The primer
sequences were forward CCG TAA ACA GTT CCA GCT GAG
GGC, reverse GCT CAA CCT CCA GCT GGT ATC AGA GAA
(TSG 101); forward AGG GAC ATC CCC GGC AAT CCA,
reverse GGG TCT GCC AGA GGC CCA GA (CD44); forward
CGG AGG GAT TTG TTC GTG TTG, reverse AGC TCC TTT
AGA GGA TAG CAA GT (HTATIP2); forward CAT CGT GGA
TAA GGT GCT CA, reverse GACACC CTC CTC CTCATT CA
(DGKZ var 4); forward CAC ATG GCA GTC ACG GCG TCT,
reverse TCT GCT TGT CTG TCA GGC CAG GT (GTF2H1);
forward AG GCA AGA AGC CTG TGG TAG, reverse AG GGG
CTG GTT TCT TGG TAG (RPL4); and forward AGC CAC ATG
GGG ACC TGC CT, reverse AAC CTC ACT GCT TCC CAC
CCC A (SOX6). RPL4 mRNA was used as an internal standard to
quantify variations caused by differences in starting mRNA con-
centrations. The relative mRNA levels for each tissue were com-
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puted from the Ct values obtained for the gene of interest, the
efficiency of the primer set and RPL4 mRNA levels in samples
using RealQuant software (Roche Diagnostics).

Data analysis

Data analysis and filtering was performed upon the microarray data
using Partek® Genomics Suite version 6.4. Statistical comparisons
were made betweenA and NA tumor groups. mRNA transcript was
considered as differentially expressed when a comparison between
the two groups yielded a P-value < 0.05 in the one-way ANOVA
parametric test and if a variation of 1.5-fold was observed.

RESULTS

Common imbalanced region in the p arm of
chromosome 11 in aggressive and malignant
PRL tumors

PRL tumors (n = 13) were classified by radiological, histological,
and molecular data into two groups: nonaggressive (NA: n = 7),
including noninvasive and invasive tumors (33, 42), and aggressive
(A: n = 6), including invasive–aggressive and malignant tumors
(33, 42). DNA CNAs were assessed at the genomic level using
Genome-Wide Human SNP 6.0 arrays (Affymetrix) and analyzed
with the Partek® Genomics Suite version 6.4 software. For quality
monitoring of the analysis, genomic DNA from normal pituitary
tissue and from a human genome reference (Genome 103 from
Affymetrix) were analyzed in the same batch. As expected, only a
small number of discrete CNA occurred in normal or reference
samples in comparison with numerous alterations observed in the
tumors (Figure 1 and Table 1). The main alterations in NA tumors
were found in chromosomes 9, 7,Y, 8, 3 (gains in order of decreas-
ing frequency) and 15q, 2p (losses in order of decreasing fre-
quency). Higher numbers of extensive alterations were detected in
the A tumors, principally in chromosomes 8, 19p, 1q, 3p, 5, 14q,
15q, 4q, 9 (gains in order of decreasing frequency) and 11p, 11q,
1p, 4, 13q, 15q (losses in order of decreasing frequency) (Figure 1
and Table 1). Moreover, we found a common imbalanced region in
the p arm of chromosome 11 corresponding to an allelic loss in five
out of the six A tumors. This region, extending from position 14.9
to position 46.5 Mb, harbors the cytobands 11p15.2, 11p15.1,
11p14.3, 11p14.2, 11p14.1, 11p13, 11p12 and 11p11.2 (Figure 2).
Three of these five tumors were carcinomas and presented addi-
tional allelic loss in the 11q arm, with a common region extending
from 109.5 to 134.1 Mb, covering the cytobands q22.3, q23.1,
q23.2, q23.3, q24.1, q24.2, q24.3 and q25 (Figure 2). Finally, we
did not observe any accumulation of alterations between nonag-
gressive and aggressive tumors.

The common 11p region loss included 139 coding genes
(Appendix S1). Only one tumor (#6) presented a low number of
DNA alterations, with no detectable alteration in chromosome 11.

A major signaling pathway involved in cell cycle
is deregulated in aggressive PRL tumors

Transcriptomic analysis was performed on the five A tumors with
11p arm loss (A 11pdel) and on the seven NA tumors. Signature
comparison revealed an upregulation of 572 genes and a downregu-

lation of 842 in the A 11pdel when compared with the NA tumors
(Appendix S2). Using Ingenuity PathwayAnalysis (IPA) software,
we deciphered a main signaling pathway that included genes
involved in the cell cycle (Figure 3) that were specifically upregu-
lated in tumors presenting an aggressive phenotype.

Loss of p arm of chromosome 11 impacts
transcriptome activity

To elucidate if the 11p chromosome loss could be associated with
the deregulation of downstream specific genes involved in the
aggressive phenotype, we compared the behavior of genes located
in the chromosome intervals described above with the transcrip-
tomic signature obtained from the sameA 11pdel samples. The 139
genes located in the 11p deleted region were matched with the list
of genes investigated by transcriptomic analysis.Among these 139,
only 122 were interrogated by the transcriptome analysis (Appen-
dix S1). The remaining 17 genes included those for which no cor-
responding DNA probes are readily available, or those that are not
appropriately interrogated by the DNA chip.

We compared the transcriptome activity of these 122 genes
between the A 11pdel group and the NA tumor group and found
that 29 out of the 122 genes (23%) were significantly downregu-
lated, 3 were upregulated (2%), and 91 showed no deregulation
(75%). To confirm the specificity of this effect, we analyzed a
region belonging to chromosomes 2p and 21q without common
alterations and including the same number of genes as the 11p
deleted region. Results failed to show a similar enrichment of
downregulated genes. Thus, these results show unequivocally
the impact of the 11pdel region on global transcriptome activity
(Figure 4).

CD44, DGKZ, TSG101, GTF2H1, and HTATIP2
are good candidates for inducing
aggressiveness and malignancy of PRL tumors

Among genes located in the 11p deleted region in aggressive
tumors (Appendix S1), 10 genes (DGKZ, SOX6, PHF21A,
MYOD1, TRAF6, TSG101, CD44, WT1, GTF2H1 and HTATIP2),
present associations with components of the signaling pathway
found deregulated in theA tumors (Figure 3).

The results of the cross-comparison with transcriptomic analysis
showed that six of these genes (CD44, DGKZ, TSG101, GTF2H1,
HTATIP2 and SOX6) were also downregulated and located within
cytobands 11p11, 11p12, 11p13, and 11p15 suspected to contain
tumor suppressor genes (see discussion). The significant down-
regulation of five (CD44, DGKZ,TSG101, GTF2H1 and HTATIP2)
out of these six genes inA 11pdel tumors when compared with NA
tumors was confirmed by q-RTPCR (Figure 5).

DISCUSSION
In this study, we aimed to find specific genomic alterations in
aggressive and malignant PRL tumors and to test the hypothesis
that an alteration of the genome structure may impact transcrip-
tomic activity and drive tumoral progression to an aggressive phe-
notype. To our knowledge, this is the first work on one subtype of
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Figure 1. Summary of genome copy number alterations (CNAs) detected by comparative genomic hybridization (CGH) analysis. A. Nonaggressive
(n = 7) PRL tumors. B. Aggressive PRL tumors (n = 6). Gains are indicated by black bars and losses by grey bars. PRL = prolactin.
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Figure 2. Details of regions lost or gained in chromosome 11 in the six aggressive and seven nonaggressive tumors. Gains are indicated by black bars
and losses by grey bars. NA = nonaggressive PRL tumors; A = aggressive PRL tumors; NP = normal pituitary, cont103, genomic DNA reference
(Affymetrix); PRL = prolactin.

Figure 3. Relationship between the
molecular pathway of genes linked to
aggressive PRL tumor phenotype and genes
located in the deleted region of chromosome
11p in aggressive prolactin (PRL) tumors.
Candidate genes located on the deleted 11p
region and linked to the molecular pathway
associated with aggressive tumors are
indicated with blue dots. Genes in red are
those found to be upregulated by
transcriptomic comparison in aggressive
tumors compared with nonaggressive
tumors. The green color represents genes in
the 11p deleted region found to be
downregulated by transcriptomic analysis.
The signaling pathway has been deciphered
using Ingenuity Pathway Analysis software.
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pituitary tumor coupling whole genome alteration study and whole
transcriptomic analysis of the same six aggressive and seven non-
aggressive PRL tumors.

As previously described when considering all types of pituitary
tumors, we found that genomic imbalance occurred frequently in
pituitary tumors (31, 32, 41). The most frequent and extensive
alteration observed in aggressive tumors (five out of six) corre-
sponded to the allelic loss of the p arm region of chromosome 11.
Among the aggressive tumors studied, 23% of interrogated genes
located in the deleted region were underexpressed while only 2% of
genes within the same region were upregulated. This disproportion
does not exist for the expression of genes in unaltered genomic
regions, thus confirming the notion proposed by other groups (5,
14, 16, 27) that allelic imbalance impacts upon the transcriptomic
activity of the genome. However, a relatively low correlation
existed between the region of allelic loss and the downregulated
gene expression, as already observed by other groups (16), despite
a better correlation in our case (23% vs. 8%). This observation
could be explained by the existence of an imprinting phenomenon
in chromosome 11, specifically in the 11p15 and 11p13 cytobands
(9), leading to a lower correlation with transcriptomic activity
depending on allelic utilization. Furthermore, we cannot exclude
that the deletion of one allele may also induce a compensation level
of gene expression by the second allele by as yet undetermined
molecular mechanisms.

The loss of the 11q armwas also observed in the three aggressive
tumors that are considered as malignant. The rarity of malignant
PRL tumors does not allow us to draw any conclusions on the role
of the 11q region in the progression to malignant/metastatic PRL
tumors. However, we can speculate that the failure of increased
genomic stability of the 11q region in some of the PRL tumors in
association with the 11p loss can lead to the malignant phenotype.
Allelic loss of the 11q region in Growth hormone (GH) and PRL
tumors has been reported by different authors, leading to the search
for the presence of putative tumor-suppressor genes. Among the
potential candidates (for review see (7, 12), genes encoding mul-
tiple endocrine neoplasia (MEN-1) and aryl hydrocarbon receptor
interacting protein (AIP), both located in the 11q13 cytoband, are

thought to be responsible for pituitary tumorigenesis (15, 30). As
only two out of the five 11pdel aggressive tumors also showed an
11q13 loss, our conclusion is that the 11q,MEN-1 orAIP losses are
neither necessary nor sufficient to induce PRL tumor progression
toward an aggressive phenotype.

In contrast, our findings may suggest the presence of an impor-
tant putative tumor suppressor gene on the 11p area. Loss of the
11p region has already been described in several hereditary and
sporadic tumors [eg, ovarian cancer (20), bladder tumors (39),
breast cancer (18) or thyroid carcinoma (21))]. Some of these
studies showed that the loss of the 11p arm was frequently associ-
ated with tumor progression and metastasis (19, 20). Cell manipu-
lation and the introduction of chromosome 11 or part of its short
arm suppresses the tumorigenesis of several cell lines (28, 34).
Altogether, these data indicate the presence of genes associated
with tumorigenicity and malignancy in the 11p regions. We
hypothesized that genes included in the deleted 11p region and
downregulated may control signaling pathways specifically found
altered in aggressive tumors (33, 42, 43). Using IPA, we deci-
phered one such altered signaling pathway that contains upregu-
lated genes implicated in the cell cycle and represents the main
molecular pathway associated with the aggressive phenotype
(Figure 3). Second, we searched for genes (i) located in the 11p
area previously described by other groups as containing potential
tumor suppressors; (ii) related to our molecular pathway associ-
ated with the aggressive phenotype; and (iii) downregulated in all
five 11p deleted aggressive tumors. Five genes (CD44, TSG101,
DGKZ, HTATIP2 and GTF2H1) met our three criteria and may
consequently be involved in the aggressive behavior of PRL
tumors.

The TSG101 gene, involved in p53 gene repression (24), has a
complex and controversial role. Indeed, some studies have demon-
strated a positive correlation between protein expression and tumor
proliferation (40), while others suggest a tumor suppressive func-
tion (25). A functional inhibition of this gene by antisense RNA in
rodent fibroblasts resulted in cellular transformation and metastatic
tumor induction in nude mice (23). Furthermore, a downregulation
of TSG101 was observed in metastatic breast cancer (45), thus

Figure 4. Impact of 11p loss on
transcriptomic activity. Percentage of genes,
located in the 11p deleted region and in
different regions chosen in chromosomes 2p
and 21q, found to be deregulated by
transcriptomic analysis in aggressive vs.
nonaggressive tumors. NA = nonaggressive
PRL tumours (n = 7); A = aggressive 11p
deleted PRL tumors (n = 5); PRL = prolactin.
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supporting a malignancy-suppressing role of this gene rather than a
tumorigenesis-suppressing role. The GTF2H1 gene is a general
transcription factor and component of the basal transcription
machinery and has a DNA repair helicase activity. This gene is also
found downregulated in metastatic hepatocellular carcinoma (2).
The CD44 gene encodes a transmembrane glycoprotein expressed
on lymphocytes and macrophages that serves as a homing receptor
that mediates binding to high endothelial venules. The presence of
this receptor on tumoral cells has been reported to support tumor
growth, and signal transduction through CD44 can induce proto-
oncogenes such as Ras (4). A downregulation of CD44 in ovarian
tumors has been found associated with aggressive tumoral behav-
ior and poor prognosis (35).

The HIV Tat-interacting protein (TIP30), also called CC3 or
HTATIP2, is encoded by Tip30, a putative suppressor gene. Recent
studies demonstrated that a downregulation of this gene promotes
metastatic progression of lung cancer, hepatocellular carcinoma,
and breast carcinoma by enhancing expression of osteopontin, as
well as matrix metalloproteinase-2 and vascular endothelial growth

factor (38, 44). Upon induction by the liganded estrogen receptor,
Tip30, interacting with CIA (an ERalpha interacting coactivator),
regulates c-myc transcription activation. This process suggests a
role for TIP30 in the regulation of tumorigenesis and tissue devel-
opment in ERalpha-targeted organs (17). Finally, the DGKZ gene
encodes a diacylglycerol kinase that could act as a negative regula-
tor of the cell cycle by binding to Rb and altering its phosphoryla-
tion status (6, 13). Analysis of transcriptomic data revealed that the
DGKZ was not found to be statistically deregulated in aggressive
tumors. However, PCR analysis of the different gene variants
revealed a strong downregulation of the DGKZ variant 4 in aggres-
sive tumors. This variant may therefore be considered as a candi-
date trigger of pathway deregulation.

Only one tumor described as aggressive presented no alteration
of the genome in the region 11p. This tumor presented a relatively
low hormonal expression of PRL compared with the other aggres-
sive tumors (data not shown). Moreover, clinical signs of aggres-
siveness of this tumor were lower (few mitoses, low labeling index
of Ki-67and no labeling of the P53). These characteristics suggest
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Figure 5. QRT-PCR verification of microarray
data. mRNA levels corresponding to the six
candidate genes were measured in
aggressive 11p deleted tumors, in aggressive
non-11p deleted tumors and in
nonaggressive tumor groups.
NA = nonaggressive tumors (n = 7);
A(d) = aggressive deleted tumors (n = 5);
A(nd) = aggressive nondeleted tumors
(n = 1).
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that this tumor was either less aggressive or misclassified, or a
subtype different from the five other tumors.

From this study combining DNA and transcriptomic analysis of
the same PRL tumor samples, we proposed a model of PRL tumor
progression involving an allelic deletion of the 11p region that
impacts on transcriptome activity via the deregulation of key genes
(Figure 6). The deregulation of these genes could be the upstream
event responsible for the subsequent deregulation of specific sig-
naling pathways leading to the aggressive and malignant PRL phe-
notypes. The remaining challenge at this level of analysis is to
identify the mechanisms, such as DNA hypomethylation, involved
in the 11p deletion (18). Moreover, in this study we observed no
accumulation of chromosomal alterations between nonaggressive
and aggressive tumors, contrary to that portrayed by the clonal
genetic model of tumor progression. Thus, we suggest that nonag-
gressive and aggressive PRL tumors may arise via different mecha-
nisms and follow two distinct tumor progression routes (Figure 6).

The study of aggressiveness and malignancy of pituitary tumors
is difficult to implement because of these tumors’ rarity (33).
However, it seems essential to work only on one subtype of tumor
(7, 43), even if it means reducing the number of cases in a study.
Thus, the statistical analysis of gene expression requiring a large
number of tumors cannot be applied. The combination of various
parameters such as genetic alteration and transcriptome activity
with our current knowledge in a multidimensional approach can
increase the detection and understanding of mechanisms involved
in tumor progression from a small cohort (3). This strategy allowed
us to find candidate genes that could be involved in the progression
of PRL pituitary tumors. While we demonstrated its usefulness in
rare tumors, the use of multiparametric measurements could also
be applied to other types of tumor to find relevant candidate genes
implicated in tumor progression from a large panel of deregulated
genes and may be expanded to include other measurements such as
DNA methylation and miRNA.
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SUPPORTING INFORMATION
Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Appendix S1. List of genes located in the deleted 11 p arm region.
In the table are indicated (i) the cytobands corresponding to the
deleted 11p region; (ii) the transcriptomic behavior of genes
located in the deleted region; and (iii) the genes linked to the
specific pathway deciphered in aggressive (A) tumors. X indicates
when genes are both downregulated and linked to the signaling
pathway.
Appendix S2. List of genes found statistically deregulated in
aggressive (A) vs. nonaggressive (NA) tumors. GE, CodeLink™
microarray identifiers (General Electrics); FC, fold change
between NA and theA 11p deleted tumor.

Please note:Wiley-Blackwell are not responsible for the content or
functionality of any supporting materials supplied by the authors.
Any queries (other than missing material) should be directed to the
corresponding author for the article.
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