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RESUME
De nombreux modeles ont été proposés pour expliquer les mécanismes de développement et de
progression tumorale, néanmoins certains aspects comme la nature et la hiérarchie des altérations

primaires et secondaires sont encore discutés. Pour répondre a ces questions, nous nous sommes
intéressés a la progression tumorale des tumeurs hypophysaires a prolactine humaines. Ces tumeurs
d’origine monoclonale sont souvent bénignes mais certaines présentent un phénotype agressif voire
malin. Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans la progression vers le phénotype agressif
nous avons utilisé des techniques de génomique intégrative (puces a ADN, séquengage haut débit)
couplant ’étude du transcriptome, du génome (variation du nombre de copie chromosomique,
polymorphismes) et du miRNome a partir des mémes échantillons tumoraux. Par cette stratégie
nous avons identifié et hiérarchisé des altérations spécifiques des tumeurs agressives et/ou malignes
dans un modele expliquant la progression tumorale des tumeurs hypophysaires a prolactine
humaines. Nous avons montré que la sous-expression des microARNs miR-183, miR-744 et miR-
98 stimule la prolifération via la surexpression de leurs cibles KI440101, TGFBI et E2F2
spécifiquement dans les tumeurs agressives. Ceci entraine 1’acquisition d’altérations
chromosomiques (perte du chromosome 11 et le gain du chromosome 1q) permettant I’activation
de la dissémination métastatique. Enfin, ce travail montre que 1I’approche de génomique intégrative
multidimensionnelle permet d’apporter de nouveaux éléments pour la caractérisation des
phénotypes tumoraux, le diagnostic des tumeurs agressives et la prédiction du comportement
tumoral.

Genomics and Epigenomics integrative analysis of prolactin pituitary tumors

Numerous models have been proposed to explain the mechanisms of tumor development and
progression. Nevertheless some aspects such as the nature and hierarchy of primary and secondary
alterations are still debated. To answer these questions, we decided to focus on the tumoral
progression of human prolactin pituitary tumors. These monoclonal tumors are usually benign but
some present an aggressive or malignant phenotype. To identify the molecular events involved in
tumoral progression of human PRL towards aggressive phenotype we used an integrative genomics
approach (microarrays, high-throughput sequencing) coupling analysis of transcriptome, genome
(variation in the number of chromosomal copy polymorphisms) and miRNome from the same
human tumor. Using this strategy we identified and prioritized specific alterations of aggressive
and/or malignant tumors in a model explaining the tumor progression of human prolactin pituitary
tumors. We have shown that under-expression of microRNA miR-183, miR-744 and miR-98
stimulates proliferation through overexpression of their targets KIAA0101, TGFBI and E2F2
specifically in aggressive tumors. This leads to the acquisition of chromosomal damage (loss of
chromosome 11 and gain of chromosome 1q) which allowed the activation of the metastatic
processes. Finally, this work shows that the integrative genomic multi-dimensional approach can
provide new clues for the characterization of tumor phenotypes, diagnosis of aggressive tumors and
prediction of tumor behavior.

DISCIPLINE Biologie Intégrative

MOTS-CLES Génomique, Epigénomique, Prolactinome

INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE :
Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon — INSERM UMR 1052 CNRS 5286
Centre Léon Bérard — 28 rue Laennec — 69 008 LYON
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION
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La progression tumorale décrit [’ensemble des mécanismes impliqués dans le
developpement et la progression d’un cancer, et de nombreux modeles ont été
proposés pour en expliquer le déroulement. Il est aujourd’hui communément
admis que le cancer se développe a partir d’une cellule normale unique.
Néanmoins la nature de cette cellule (cellule différenciée ou cellule souche
adulte), la nature de l’événement primaire (génétique ou épigénétique) ainsi que
la hiérarchie des événements sont autant de points de débats actuellement. Je
vais ici décrire brievement les principaux modeles de progression tumorale qui
existent actuellement et les difféerents types d’événements impliqués dans la
progression tumorale. Je présenterai ensuite la stratégie de génomique
intégrative que nous avons choisi d’utiliser pour apporter de nouvelles
hypotheses quant a la hiérarchie des événements impliqués dans la progression
tumorale des prolactinomes humain a partir de ['analyse des mémes

echantillons tumoraux.
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. Concepts de Progression Tumorale

A. Les mode¢les de progression tumorale

1. Identification d’une cellule unique a ’origine des néoplasmes

L’origine unicellulaire des cancers est aujourd’hui admise, bien que la nature de la cellule

d’origine (cellule normale différenciée ou cellule souche adulte) soit un sujet de débat.

Les premiéres mentions du caractére clonal des néoplasmes datent des années 50
notamment avec le concept des « stemline cells » développé par S. Makino et al. lors de
I’é¢tude cytologique des sarcomes de Yoshida chez le rat (Makino 1952). En effet, il observe
un profil chromosomique récurrent qui se maintient au cours des transplantations successives
malgré 1’accumulation de nouvelles altérations et fait alors I’hypothése que les cellules
cancéreuses proviendraient d’une cellule unique qui aurait contribué a la formation de la
tumeur et appelle cette cellule unique « cellule souche ». Par la suite, les études d’inactivation
du chromosome X montreront que le méme chromosome X est actif dans les cellules d’une
méme tumeur suggérant une origine monoclonale de ces tumeurs (Coutinho et al 1971,
Fialkow et al 1967, Fialkow et al 1973, Gahrton et al 1974, Makino 1952, Moore et al 1974,
Vogelstein et al 1987). Cette observation sous-entend que parmi 1’ensemble des cellules
composant un tissu sain, une seule cellule ait subit des altérations permettant le
développement tumoral. Bien que le taux de mutation par cellule dans un tissu sain soit
extrémement faible, le nombre de cellules qui le constitue rend improbable la survenue
d’altérations dans une unique cellule. Ce paradoxe peut s’expliquer d’une part par le fait que
la plupart des cellules saines subissant une altération sont ¢liminées, et d’autre part par la
persistance d’une unique cellule possédant une altération avantageuse. De ces observations a
découlé le modele clonal de progression tumorale décrit par Peter C. Nowell en 1976 (Nowell

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

L’altération primaire survient dans la cellule saine et lui confére un avantage sélectif par rapport
aux autres cellules normales composant le tissu. De nouvelles altérations (altérations secondaires) sont
sélectionnées lorsqu’elles donnent un avantage sélectif aux cellules, permettant la progression
tumorale du stade bénin au stade malin, avec en fin de progression la résistance au traitement et pour
certaines tumeur la formation de métastases. Dans le modele de P. Nowell, il est décrit que ces
altérations sont de nature génétiques. Figure originale
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2. Progression tumorale et sélection Darwinienne : le modele clonal

de progression tumorale

Le mode¢le clonal de progression tumorale décrit par Peter C. Nowell (Nowell 1976), se
base a la fois sur les observations d’une origine monoclonale des cancers et sur le concept de la
sélection naturelle pour I’évolution des especes développé par C. Darwin (Wyhe 2002). En effet
dans son modele de progression tumorale, Peter C. Nowell fait un parallele entre les cellules
composant la tumeur et les individus composant une population. Il propose alors que la
progression tumorale se fait par la sélection des altérations les plus avantageuses pour la cellule
face aux pressions de sélection provenant du microenvironnement tumoral. D’aprés ce modele,
I’initiation tumorale (tumorigenése) survient a partir d’une cellule unique dans laquelle une
altération, appelée événement primaire, confere a la cellule un avantage sélectif de prolifération
comparativement aux autres cellules composant le tissu. La prolifération cellulaire entraine alors
une instabilité génétique permettant ’acquisition de nouvelles altérations. Parmi toutes les
altérations acquises de fagcon secondaires, seules celles apportant un avantage sélectif seront
sélectionnées et contribueront a la progression tumorale. La tumeur progresse ainsi du stade
bénin au stade malin avec I’acquisition de la résistance au traitement comme événement le plus

tardif (Figure 1) (Nowell 1976).

L’origine clonale de la tumeur couplée a la sélection darwinienne des clones cellulaires a
trois conséquences majeures 1) toutes les cellules sont potentiellement capables de proliférer 2)
les cellules possédant un avantage sélectif seront plus représentées dans la tumeur que les autres
clones cellulaires 3) une accumulation des altérations d’une génération cellulaire a I’autre. Ceci

suggere donc que toutes les altérations accumulées soient observables dans la tumeur « finale ».

3. Evolution polyclonale ou monoclonale de la progression

tumorale : variations sur un méme théme

A partir de la proposition de Peter Nowell de progression clonale, deux schémas
principaux sont définis : I’évolution monoclonale et 1I’évolution polyclonale de la progression
tumorale. Ces deux hypothéses partagent le présuppos¢ selon lequel toutes les cellules

composant la tumeur sont potentiellement capables de proliférer. La différence
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Figure 2 : Modéles d’évolution monoclonale ou polyclonale

Modéles de progression tumorale. (A) Au cours de la progression tumorale, un seul mutant est
sélectionné et prolifére pour donner la masse tumorale. (B) Sélection et évolution paralléle de
plusieurs sous-population cellulaire au cours de la progression tumorale. La tumeur est composée de
différentes régions de sous-population clonale. (C) Dans le phénotype mutateur, un trés grand nombre
de mutants est sélectionné et compose une tumeur trés hétérogéne. (D) Dans la théorie du « self-
seeding », des mutants quittent le site de la tumeur primaire et évoluent a distance avant de revenir sur
le site pour créer une nouvelle population cellulaire. La progression tumorale se fait alors en couches
successives de populations cellulaires. Figure originale

A. Evolution Monoclonale

B. Evolution Polyclonale

C. Hypothése du Phénotype Mutateur

D. Hypothése du “Self-seeding” Tumoral

majeure réside dans le nombre de sous-population composant la tumeur. Pour I’évolution

monoclonale, la population cellulaire composant la tumeur est globalement homogene et
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toutes les cellules dérivent d’un méme clone (Figure 2A). Cette hypothése est essentiellement
basée sur les travaux démontrant une origine monoclonale des tumeurs étudiées (Coutinho et
al 1971, Fialkow et al 1967, Fialkow et al 1973, Gahrton et al 1974, Moore et al 1974,
Vogelstein et al 1987).

L’hypothese polyclonale par contre est en faveur de la prolifération simultanée de
différentes sous-populations clonales au sein d’une méme tumeur. Trois modeles principaux
existent pour expliquer la présence de multiples populations cellulaires: 1’évolution
polyclonale, I’hypothése du phénotype mutateur et I’hypotheése du « self-seeding » (Figure
2B-D). La premiere hypothese (évolution polyclonale) propose que plusieurs clones puissent
étre sélectionnés au cours de la progression tumorale et proliférer en paralléle (Figure 2B).
L’hypothese du phénotype mutateur, initialement proposé par L. Loeb (Loeb et al 1974), fait
I’hypothése qu’une forte instabilité génétique soit a 1’origine de la progression tumorale. Le
taux de mutations trés ¢levé permet alors 1’acquisition de nombreuses altérations de fagon
aléatoire, et la persistance de nombreux clones, aboutissant a une tumeur hautement
hétérogene (Figure 2C). Enfin, I’hypothése du « self-seeding », propose que tout au long de
la progression tumorale, des clones cellulaires quittent le site de la tumeur primaire, passent
dans la circulation générale puis proliférent ou subsistent a distance de la tumeur primaire
pendant un laps de temps indéterminé durant lequel ces clones acquiérent de nouvelles
altérations (Norton and Massague 2006). Par la suite, les clones reviennent au site primaire et
se réintégrent a la tumeur, ou ils forment de nouvelles populations clonales. La progression

tumorale se fait donc en couche successives de mutants (Figure 2D).

4. Le modele des cellules souches cancéreuses

L’observation dans les leucémies que seule une fraction minoritaire des cellules composant
la tumeur sont capables de former des cOlonies in vitro ou de générer une tumeur in vivo
(Bonnet and Dick 1997, Bruce and Van Der Gaag 1963) a soulevé le probléme non seulement
de I’hétérogénéité tumorale mais également le probleme de la progression tumorale dans ces

tumeurs. En effet, le mod¢le clonal décrit par Peter C. Nowell qui sous-entend que toutes les
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Figure 3 Le modéle des
cellules souches cancéreuses

Dans le modéle des « cellules
souches cancéreuses », une seule
population cellulaire, présente en
faible proportion dans tumeur,
posséde la capacité de proliférer
de fagon illimitée. Elles sont
également capables de donner lieu
a des cellules différenciées, peu
ou pas  prolifératives  qui
composent la masse tumorale. Ce
modele fait un paralléle entre le
développement d’une tumeur et le
développement d’un organe, les «
cellules souches cancéreuses »
ayant le méme rdle et les mémes

propriétés que les cellules
souches  normales.  Figure
originale.
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écrit par Charles A. Goldthwaite, Jr.) et traduite.
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cellules composant une tumeur sont capables de proliférer n’est pas applicable dans ce cas.
Ces observations ont donné lieu au développement de 1’hypothése des « cellules souches
cancéreuses » (Dick 2008, Reya et al 2001) comme modele de progression tumorale. Dans ce
modele, la tumeur est considérée comme une entité hiérarchisée dans laquelle une seule sous-
population de cellules est capable de proliférer et de former des cellules cancéreuses
différenciées peu prolifératives. Cette hypothése fait un paralléle entre le développement
d’une tumeur et le développement d’un tissu normal : les cellules a I’origine de la tumeur
partagent des propriétés de cellules souches d’ou le nom de « cellule souches cancéreuses ».
Si contrairement au mode¢le clonal toutes les cellules ne sont pas capables de proliférer, il
n’est pour autant pas exclu que les cellules souches cancéreuses subissent des altérations

sélectionnées en fonction des pressions de sélection au cours de la progression tumorale

(Figure 3).

Si ce modele est attractif pour expliquer I’hétérogénéité tumorale il existe néanmoins des
controverses (Shackleton et al 2009) en particulier I’origine de la cellule souche cancéreuse. 11
est en effet proposé que cette cellule se développe a partir d’une cellule souche adulte mutée,
mais ¢galement a partir d’une cellule progénitrice qui retrouverait des caractéristiques de
cellule souche par la réactivation de certaines voies ou encore d’une cellule différenciée qui
par D’acquisition de certaines altérations entrerait dans un processus de dédifférenciation

aboutissant a une cellule possédant des capacités de cellule souche ( Figure 4).

B. Les grandes fonctions dérégulées au cours de la

progression tumorale

Le développement et la progression tumorale implique 1’acquisition par les cellules
cancéreuses de propriétés que les cellules normales ne posseédent pas (Hanahan and Weinberg
2011). Une des propriétés les plus évidentes des cellules cancéreuses par rapport aux cellules
saines, est la capacité de proliférer de fagon illimitée. Cette capacité peut €tre acquise par la
dérégulation de différentes voies de signalisation, notamment des voies stimulant la
prolifération en réponse a des signaux extérieurs (voie des MAPKSs, ou voie PI3K/AKT —
Figure 5), mais également par la dérégulation de genes impliqués dans le contrdle du cycle

cellulaire. La prolifération cellulaire aberrante s’accompagne généralement de 1’inhibition
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Figure 5: Exemples de voies de signalisation impliquées dans la régulation de la prolifération
et de la survie cellulaire.

Dans cette figure, trois voies impliquées dans la régulation de la prolifération et de la survie
cellulaire sont schématisées de fagon simplifiée. Ces voies ont souvent été décrites comme dérégulées
dans les cancers par des mutations activatrices (halo rouge) ou inhibitrices (halo vert).

La mutation V60OE du géne RAF est fréquente dans les mélanomes et a pour conséquence une
activation constitutive des génes en aval de RAF (Davies et al. 2002 Nature). Certaines mutations
d’une sous unité de P3IK (PI3KCA) ont pour conséquence une activation d’AKT méme en 1’absence
de facteur de croissance (Samuels Y. et al. 2005). De la méme manicre, la mutation E17K du géne
AKT entraine sont activation constitutive et a ét¢ impliquée dans le développement de leucémie chez
la souris (Carpten JD et al. 2007). Ces mutations ont pour conséquence la promotion de la prolifération
cellulaire et de la survie, méme en 1’absence de facteurs mitogéniques. A I’inverse I’inactivation de
PTEN par de nombreux mécanismes (délétion (Zafaran et al. 2012), mutations ponctuelles (Peifer M.
et al 2012) ou hyperméthylation du promoteur (Hino R et al. 2009)) entraine la perte de boucles de
rétrocontrdle négatives de la voie PI3K. Enfin, les mutations de TP53 sont trés fréquentes et variées
dans les cancers et ont souvent pour conséquence 1’expression d’un mutant dominant-négatif (Muller
& Vousden 2013). TP53 est impliqué dans la régulation de trés nombreuses fonctions. Ici ne sont
représentées que les deux voies de signalisation TP53-dépendentes activées par les dommages a
I’ADN: la voie p21 entrainant un arrét du cycle cellulaire pour induire les mécanismes de réparation et
la voie BAX/BAD induisant 1’apoptose. Figure originale
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Dommage
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22 |Page



de différentes voies de mort cellulaire telles que la sénescence (réplicative et/ou oncogénique)
ou de I’apoptose (Figure 5). Les cellules cancéreuses ont donc en plus de la capacité de
proliférer, celle de résister a la mort cellulaire. Il semble, au regard du phénomeéne de
progression tumorale que ces deux capacités soient acquises de fagon précoce, permettant le

développement de la tumeur et I’acquisition de nouvelles altérations.

Plus tardivement au cours de la progression tumorale interviendrait 1’acquisition par la
tumeur de la capacité a envahir son environnement et a former des métastases par
dissémination. Ceci est li¢ a la perturbation de voies de signalisation régulant les interactions
cellules-cellules et cellule-matrice extracellulaire. L’activation de la transition épithélio-
mésenchymateuse par 1’expression aberrante de certains facteurs de transcription
embryonnaires est 'un des mécanismes impliqués dans la perte des interactions cellule-
cellule caractéristiques des cellules ¢épithéliales pour 1’acquisition de caractéres
mésenchymateux permettant la migration cellulaire et donc I’invasion et la progression

métastatique (Morel et al 2012).

En parallele de ces capacités de prolifération et d’invasion, il est possible d’observer des
interactions entre la tumeur et le microenvironnement tumoral notamment par 1’induction de
I’angiogenese via des facteurs de croissance tel que VEGF-A (Plate et al 1992). Ceci va
permettre 1’apport d’oxygene et de nutriment a la tumeur favorisant d’autant plus la
progression tumorale. Il a également été observé des changements de I’activité métabolique
caractéristiques des cellules cancéreuses appelé effet Warburg. Ce changement métabolique
se caractérise par 1’utilisation préférentielle de la glycolyse suivie de la fermentation lactique
plutét que 1’oxydation du pyruvate par les mitochondries, méme en condition aérobie. Ce
changement métabolique permet une adaptation a la prolifération massive des cellules en
permettant 1’utilisation de produits intermédiaires de la glycolyse pour la production accrue de

nucléotides, d’acides aminés et de lipides (Schulze and Harris 2012).

Toutes ces capacités sont acquises par le biais de la dérégulation de nombreuses voies de
signalisation (Figure 5) a la faveur de D’acquisition de différentes altérations génétiques
(mutations, aneuploidie, délétion et/ou amplification de partie de chromosome,
réarrangements chromosomiques complexes etc..) ou épigénétiques (méthylation de I’ADN,
modification post-traductionnelle des histones, régulation par les microARNs) qui influence

le niveau d’expression de genes clés.

23 |Page



24|Page



II. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la

progression tumorale

A D’origine de la perturbation de ces grandes fonctions se trouve la dérégulation (activation
ou inhibition) de génes clés tant par des altérations génétiques (mutations, translocations,
variation du nombre de copies chromosomiques etc..) que des altérations épigénétiques
(méthylation de I’ADN, modification post-traductionelle des histones, microARNs). Ces
genes clés sont alors appelés oncogenes si leur activation est favorable a la progression
tumorale et geénes suppresseurs de tumeurs dans le cas contraire (Weinberg 1995). Nous
allons aborder briévement les différents types d’altérations génétiques et épigénétiques que

I’on peut observer dans les cancers.

A. Contribution de 'instabilité génétique

L’instabilité génétique est une caractéristique commune des cancers dans leur ensemble.
En effet, les cellules cancéreuses présentent de trés nombreuses altérations de I’ADN que ce
soit des mutations subtiles de quelques nucléotides ou des altérations affectant le nombre de
chromosomes et/ou leur architecture. L’instabilité génétique est souvent divisée en deux
formes distinctes : I’instabilité des microsatellites et 1’instabilité chromosomique. Bien que
n’étant pas issues des mémes mécanismes, ces deux formes d’instabilité génétique sont
néanmoins proposées comme des ¢léments clés dans la progression tumorale car elles
induisent de la diversité génétique (mutations, réarrangements chromosomiques) autorisant la

sélection par expansion clonale des altérations les plus avantageuses (Cahill et al 1999).
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1. Instabilité des microsatellites

Les microsatellites sont de courtes séquences constituées par la répétition de dinucléotides
ou de tri-nucléotides. Ces séquences réparties tout au long du génome sont héritables de fagon
stable au cours des divisions cellulaires et comportent normalement peu voire pas de
mutations (Hamada et al 1982, Miesfeld et al 1981). L’instabilité des microsatellites se définit
par la variation de la longueur des séquences répétées dans les cellules tumorales par rapport
aux cellules normales adjacentes. Ce type d’altération a été mis en évidence pour la premicre
fois dans les tumeurs du colon (Ionov et al 1993, Peinado et al 1992, Thibodeau et al 1993) et
a ¢été fortement associé au cancer colorectal héréditaire non-polyposique (HNPCC) (Aaltonen

etal 1993).

L’identification du mécanisme impliqué dans I’instabilité¢ des microsatellites découle de
I’observation de génotypes similaires chez la bactérie et la levure présentant des altérations du
systeme de réparation des mésappariements (Strand et al 1993). Suite a 1’identification des
genes homologues chez ’homme, des mutations inactivant les genes AMSH2 et hMLHI ont
¢té mises en évidence dans des cancers colorectaux HNPCC (Bronner et al 1994, Leach et al
1993, Papadopoulos et al 1994). L’inactivation de ces geénes peut également se faire par des
mécanismes épigénétiques tels que I’hyperméthylation de leurs promoteurs, comme cela a été
montré dans de nombreux cas de cancers sporadiques du célon ou de I’estomac (Fleisher et al

1999, Kuismanen et al 1999).

Il semblerait que les altérations touchant les génes de réparation des mésappariement soient
un événement précoce au cours de la progression tumorale, notamment dans le cancer
sporadique du colon (Loeb et al 1974) et constituerait un état favorable a ’acquisition de

nouvelles mutations notamment dans des génes suppresseurs de tumeurs.

2. Instabilit¢ chromosomique

L’instabilité chromosomique se définit comme une altération du nombre de chromosome
en totalité ou en partie. L’aneuploidie est 1’altération du nombre de chromosome tandis que
les gains/pertes de parties de chromosome et les réarrangements inter/intra chromosomiques

sont souvent qualifiés de micro-aneuploidie ou aneuploidie partielle.
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Figure 6 : Les perturbations de la division cellulaire générent de ’aneuploidie.

Lors d’une division cellulaire normale, le contenu chromosomique est identique dans les deux
cellules-filles (a). Différentes perturbations du cycle cellulaire vont engendrer des cellules-filles avec
un contenu chromosomique aberrant. (b) La non-séparation des chromatides sceurs entraine la
formation d’une cellule avec une copie chromosomique en plus et une cellule avec une copie
chromosomique en moins. (c) Lorsque les points de controle de la mitose sont totalement inactifs, on
peut observer des séparations aberrantes des chromosomes. (d) Lors d’un attachement mérotélique,
c¢’est-a-dire I’attachement d’un kinétochore aux deux poles de division, la chromatide concernée n’est
distribuée a aucune des cellules filles. (¢) La présence de centrosomes surnuméraires entraine une
division cellulaire multipolaire générant plus de deux cellules filles dont le contenu chromosomique
est incomplet. (f) Si la division est monopolaire, on n’observe pas de division cellulaire, avec pour
conséquence une cellule tétraploide en cas de survie. (g) L’état tétraploide peut également étre un état
intermédiaire avant la division cellulaire générant des cellules aneuploides. Figure traduite depuis
(Weaver et al 2007)
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Ces altérations entrainent alors une perturbation du contenu allélique de la cellule, c’est a dire
du nombre d’alleles d’un méme gene. Les altérations chromosomiques sont fréquemment
observées dans les cancers, que ce soit des variations du nombre de copies ou des
réarrangements chromosomiques entrainant la formation de génes dits fusion (Table 1). La
premicre altération chromosomique a été décrite dans les leucémies my¢loides chroniques et
est aujourd’hui communément nommeée « chromosome de Philadelphie ». Il s’agit de la
translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 qui entraine la fusion des génes BCR
et ABL donnant une protéine fusion constitutivement active. Cette protéine est capable
d’activer des génes du cycle cellulaire induisant la prolifération et d’inhiber la réparation de
I’ADN, augmentant 1’instabilité génétique (Nowell and Hungerford 1960) (Table 1). Les
gains ou pertes de copies chromosomiques ont quant a elles un impact sur le niveau
d’expression des genes (Pollack et al 2002, Wolf et al 2004). En effet, la perte d’une copie
chromosomique est corrélée a la diminution du niveau d’expression des génes contenus dans
la région altérée tandis qu’un gain de copies entraine une augmentation de I’expression des
genes. Le plus souvent les génes suppresseurs de tumeur sont perdus alors que les oncogenes
sont amplifiés. Par exemple, il a ét¢ montré que le géne CDKN2A (inhibition de la
progression du cycle cellulaire) est perdu par délétion dans 33/76 lignées cellulaires de
mélanomes (Stark and Hayward 2007)). A I'inverse le géne SOX2 (géne impliqué dans la
maintenance des cellules souches), contenu dans la région 3q26-27 est amplifi¢ a plus de
quatre copies et est surexprimé dans le cancer du poumon a petites cellules (Rudin et al
2012)). La perte de copie d’une région de chromosome ou d’un chromosome entier entraine
¢galement la perte d’hétérozygotie au niveau de la région concernée. Ce mécanisme a été
impliqué dans la tumorigénese selon I’hypothése des deux événements de Knudson (Knudson
1996). Cette hypothese, développée lors de 1’étude des rétinoblastomes, propose que le
développement d’un cancer chez des individus hétérozygotes, ne se fait que lorsque les deux

alleles du gene impliqué, ici RB1, sont inactivés.

De nombreux mécanismes sont impliqués dans I’apparition et le maintien de cette
instabilité notamment des perturbations de la mitose et des mécanismes de réparation des

cassures double-brin de I’ADN.

Les perturbations de la mitose, et en particulier de la ségrégation des chromosomes, semble
étre le mécanisme majeur inducteur d’aneuploidie (Figure 6). La mitose est un processus
finement régulé afin de garantir la stabilité¢ du contenu génétique d’une génération cellulaire a

I’autre. La grande diversité des génes impliqués dans les différents points de contrdle de la
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Table 2 : Modeéles génétiques d'étude des points de controle et instabilité chromosomique

Geéne Etudié Modele Aneuploidie  Tumorigenése spontanée Tumorigenése induite Référence
AURKA Surexpression + ™ nd Wang X 2006
- + Jeganathan K 2007
BUBL Bub1 N2 0 g
Bub1™"; Bub1*" + Tt nd Baker DJ 2004
Bubr1'M + = N Weaver BA 2007
BUBR1 BubR1""; ApCMi* + ™ nd Rao CV 2005
BubR1""; p16” nd 0 nd Baker DJ 2008
+/- + = Babu JR 2003
BUB3 Bub3 ™
Bub3”"; Rae” + = 0 Baker DJ 2006
CDC20 CDC20MA + T nd Li M 2009
+/- + oumon foie
CENPE cenpE T ) (foie) v Weaver BA 2007
CenpE”- ; p19"¥ " nd ¢ nd
HEC1 Surexpression nd ™ nd Diaz-Rodriguez E 2008
MAD1 Mad1*" nd ™ nd lwanaga Y 2007
+/- + H
MAD2 Mad?2 ™ nd Michel S 2001
Surexpression + T nd Sotillo R 2007
PTTG1 Pttg”;Rb*" nd N2 nd Chesnokova V 2005
Rae1”" + = 0 Babu JR 2003
RAE1 Jenagathan KB 2005
Rae1”;Nup9s*" + = T &

Jenegathan KB 2006

+: présente ; = égal au contrdle ; 7 : augmentation par rapport au contrdle ; | diminution par rapport au

controle

Figure 7 : Mécanismes de réparation de ’ADN.

Trois mécanismes de réparation de I’ADN ont ¢été impliqués dans D’instabilité génétique. (A)
Réparation homologue. La réparation de la cassure se fait par synthése homologue prenant la copie
homologue comme matrice. (B) Réparation non-homologue (NHEJ). Les deux morceaux d’ADN sont
reliés par ligation. Ceci entraine des gains ou perte de nucléotides. (C) Cycle « break-fusion-bridge ».
Une cassure au niveau des télomeres, entraine la fusion des chromatides sceurs lors de la phase de
duplication. A I’anaphase, la tension générée par le pont entre les chromatides sceurs entraine ne

nouvelle cassure. Le cycle reprend alors au début. Figure originale.
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mitose rend leurs études extrémement complexes. De nombreux modéeles génétiques ont été
générés afin d’étudier 'impact de la mutation/surexpression/délétion de geénes clés sur le
déroulement de la mitose (Table 2). Il en ressort que bien que toutes ces altérations induisent
de I’aneuploidie, toutes ne sont pas promotrices de cancer, suggérant que 1’aneuploidie seule
n’est pas suffisante. Cependant I’aneuploidie pourrait étre un état permissif a de nouvelles
altérations de ’ADN. Récemment, il a ét¢ montré que la ségrégation aberrante des
chromosomes lors de la mitose permet 1’acquisition de nouvelles altérations, notamment des
translocations chromosomiques non-réciproques, par I’induction de cassure double brin de

I’ADN et leur réparation par le systéme de réparation non-homologue (Janssen et al 2011).

Les systémes de réparations des cassures double-brin de I’ADN ont également été décrits
comme inducteurs de réarrangements inter- ou intra-chromosomique (Figure 7). En effet, le
systtme de réparation non-homologue est décrit comme promoteur d’erreur et est
fréquemment marqué par de petites insertions, délétions ou duplication (Weinstock et al
2006). Le systéme de recombinaison homologue est lui décrit comme peu générateur d’erreur,
cependant les cassures au niveau de séquences hautement répétées telles que les séquences
Alu peuvent entrainer des délétions, des inversions ou des translocations (Moynahan and
Jasin 2010). Enfin un dernier mécanisme a €té proposé pour expliquer les réarrangements
chromosomiques complexes : le cycle « breakage-fusion-bridge » (BFB) qui induit de
nombreuses aberrations cytogénétiques (McClintock 1941). Les altérations des genes
impliqués dans la réparation de ’ADN peuvent également étre source d’instabilité génétique

par la non réparation ou la réparation aberrante de dommage a I’ADN.

B. Les mécanismes épigénétiques

Le terme épigénétique fait référence aux « modifications de la fonction de génes,
héritables lors la mitose ou la méiose, qui ne peuvent s’expliquer par la modification de la
séquence de I’ADN » (Russo 1996). Les mécanismes épigénétiques incluent la méthylation de
I’ADN, la modification post-traductionnelle des histones et la régulation post-

transcriptionnelle des geénes par les microARNS.
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Figure 8 : Schématisation des réactions de méthylation des cytosines et de déamination
spontanée des cytosines méthylées.
(A)  Réaction de méthylation des cytosines catalysée par les DNA Méthyl Transférase (DNMT). Image
provenant de http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php)

NH, SAM-CH; SAM NH,
Nﬁ'lj ‘\_/ i NZ | CHa
PN { o7
H H
DNMT
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(B) Réaction de déamination spontanée d’une cytosine méthylée, la transformant en thymine. Image

provenant du manuscrit de these de Patrick Rochette sur le site
internethttp://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/22519/22519.html)
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1. La méthylation de ’ADN — Définition et situation normale

La méthylation de I’ADN est une modification covalente des cytosines caractérisée par
I’ajout d’un groupement méthyl (-CH3) sur le carbone 5 du cycle aromatique (Figure 8A).
Cette réaction est catalysée par des enzymes appelées DNA Methyl-Transferase (DNMT) et
survient sur les cytosines des dinucléotides CpG. Chez I’homme, dans une cellule somatique
normale, les cytosines méthylées (meC) représentent environ 1% du total des bases de I’ADN
et environ 70-80% de I’ensemble des CpGs sont méthylées (Ehrlich et al 1982). Le génome
humain est donc globalement méthylé a 1’exception de certaines régions particuliérement
riches en CpG appelées ilots CpG (CGI) qui sont entierement non-méthylées (Bird et al
1987). La définition courante de 1’ilot CpG est une séquence 1) dont le contenu en CG est au
minimum de 55%, 2) Le ratio CpGobserve/ CPGattendu €5t au minimum de 0,6 et 3) la longueur
est d’au moins 500 nucléotides (Bird 1986). La densité en CpG de ces régions par rapport au
reste du génome s’explique par un taux de transitions des cytosines moins élevé que dans le
reste du génome. En effet, il a ét¢ montré que la déamination des cytosines méthylées
entrainait leur transition en thymine (Figure 8B). L’absence de méthylation des cytosines
dans les ilots CpG les protege donc de la déamination spontanée. Les ilots CpG sont
essentiellement localisés dans la région promotrice des genes. En effet, au moins la moiti¢ des
ilots CpG identifiés sont localisés dans un promoteur de gene annoté et environ 60% des
génes ont un CGI dans leurs promoteurs. Le role biologique des CGI situés dans des régions
intergéniques est encore mal connu, méme si certains sont localisés dans les promoteurs de

genes d’ARN non codants.

La méthylation de I’ADN joue un rdle essentiel dans le controle de I’architecture de la
chromatine. En effet, la méthylation de I’ADN est généralement associée a une compaction de
la chromatine. Ainsi, la méthylation globale de I’ADN permettrait de maintenir I’intégrité¢ du
génome par la répression d’éléments transposables par exemple. La méthylation des lots CpG
en situation normale n’est observable que lors de la mise en place de I’empreinte génétique et
est associée a une inhibition stable de I’expression génique (Feinberg et al 2002), comme par

exemple I’inactivation du chromosome X (Reik and Lewis 2005).
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Figure 9 : Changements du profil de méthylation dans les cancers par rapport au tissu
normal

Dans une cellule normale, le génome est globalement méthylé a I’exception des ilots CpG. La
méthylation globale du génome est impliquée dans le maintien de son intégrité. Dans une cellule
cancéreuse, il est possible d’observer une méthylation de certains ilots CpG situé dans des promoteurs
de genes entrainant leur inactivation. Le reste du génome subit une déméthylation globale qui semble
favoriser les altérations de 1’architecture de I’ADN. Figure originale.

Cellule Normale J

llots CpG non méthylés CpGs isolés méthylés
Chromatine Active, expression des génes Protection de larchitecture du génome

Hyperméthylation | Hypométhylation
Locale Globale

llots CpGs méthylés CpGs isolés non méthylés
Chromatine compactée, inactivation des génes Relachement de la chromatine, fragilisation

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

Les protéines MBP (Méthyl Binding Protein) ont une affinité particuliere pour ’ADN méthylé.
Lorsque les ilots CpG situés dans les ~
promoteurs de génes sont méthylés, ces > \
protéines se lient au promoteur et JI
recrutent des complexes de remodelage % ¥R DAC
de la chromatine(CRC) contenant pour "MBP
la plupart des histones déacétylases
(HDAC). La déactéylation des histones
entraine une compaction durable de la
chromatine et I’inactivation des génes.
Un autre mécanisme, plus temporaire,
est I’encombrement des promoteurs par w
les MBP, empéchant la liaison du
complexe transcriptionnel.  Figure ’ t

originale. g
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2. La méthylation de ’ADN dans les cancers

Dans les tumeurs on observe un changement caractéristique du profil de méthylation de
I’ADN compar¢ au tissu normal avec une diminution globale du niveau de la méthylation
(hypométhylation) séquences répétées et des régions codantes et une augmentation
significative de la méthylation des ilots CpG (Figure 9). Ces changements de méthylation
sont observés dans tous les cancers et leurs conséquences sont largement étudiées, bien que

les mécanismes a I’origine de cette réorganisation soient encore mal connus.

a. Hyperméthylation des ilots et expression des génes

La conséquence de I’hyperméthylation des ilots CpG dans les cellules cancéreuses est la
méme que dans les processus biologiques normaux d’inactivation chromosomique : la
répression stable de I’expression des geénes dont le promoteur contient 1’1lot. Cette répression
stable fait entrer en jeu une famille de protéines appelées Méthyl-DNA Binding Protein
(MBP) (Meehan et al 1989). Ces protéines posseédent une affinité particuliere pour I’ADN
méthylé et regroupent trois familles de protéines : les protéines 1) a domaine MBD (Methyl-
CpG Binding Domain) avec le membre fondateur MeCP2 et les protéines MBD1-6 (Hendrich
and Tweedie 2003, Roloff et al 2003) ; 2) les protéines a domaines en doigt de zinc liant
I’ADN méthylé avec le membre fondateur Kaiso et les protéines ZBTB4 et ZBTB38 (Filion et
al 2006, Prokhortchouk et al 2001) ; et 3) les protéines a domaine SRA (association des
domaines SET et RING) avec les protéines UHRF1 et UHRF2 (Unoki et al 2004). Ces
protéines se lient a I’ADN lorsque celui-ci est méthylé et recrutent des complexes de
remodelage de la chromatine contenant le plus souvent des histones déacétylases (HDACsS)
(Parry and Clarke 2011). Ces enzymes catalysent la dé-acétylation des histones et induisent
ainsi une compaction stable de la chromatine et par conséquent I’inhibition de I’expression
des geénes (Figure 10). Il est ¢galement proposé¢ que les MBPs puissent se lier de fagcon
transitoire, sans recruter les complexes de remodelage, et inhibent la transcription en

encombrant le promoteur des génes (Chatagnon et al 2011).
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Table 3: La méthylation des ilots CpGs induit l'inactivation de génes suppresseurs de

tumeurs
Génes Cancer Type Voie de signalisation Références
. Ubiquitinylation de
VHL rein i Herman JG 1994
nombreuses cibles
BRCA1 sein et ovaire Réparation de I'ADN Esteller M 2000
i . Fleisher AS 1999;
MLH1 colon Réparation de I'ADN ]
Kuismanen SA 1999
MGMT colorectal Réparation de I'ADN Esteller M 2000
. Cycle cellulaire et réparation  Burbee DG 2001;
RASSF1A sein et poumon
de I'ADN Dammann R 2000
CDKN2A/B Différents type de leucémies  Cycle cellulaire (négatif) Herman JG 1997,
vp y g Myohanen SK 1998
CDH1 cancer gastrique Cycle cellulaire (négatif) Grady WM 2000
RB1 retinoblastome Cycle cellulaire (négatif) Stirzaker C 1997
ié d Régulation de | larité
STK11 cancers associés au syndrome égu a' ion de la polarité Esteller M 2000
de Peutz-Jeghers cellulaire
Récepteur a Dépendance - .
TrkC colon Genevois AL2013

Apoptose
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L’exploration de la méthylation des CGI dans les cancers mis en évidence que les génes
inactivés sont principalement des génes suppresseurs de tumeurs comme par exemple des
geénes impliqués dans la réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire, de 1’apoptose
etc... (Table 3). La répression de génes suppresseurs de tumeur par la méthylation des CGI
est proposée comme ¢vénement primaire de la progression tumorale par de nombreux auteurs
(Feinberg et al 2006, Sawan et al 2008). Un des arguments en faveur de cette théorie est
I’observation de I’inhibition de genes de réparation de I’ADN dans un grand nombre de
cancers (Esteller et al 2000, Fleisher et al 1999, Kuismanen et al 1999) ayant pour
conséquence une augmentation des altérations génétiques. La méthylation de I’ADN est
¢galement impliquée dans I’augmentation des mutations de fagon indirecte par la déamination

spontanée des cytosines en thymine (Laird and Jaenisch 1996).

Il faut noter que I’hyperméthylation de génes de réparation de I’ADN n’est pas [’unique
contribution des changements de méthylation a I’instabilité¢ génétique, 1’hypométhylation

globale du génome semble également y étre fortement impliquée.

b.  Hypométhyation globale et instabilifé génétique

Il est aujourd’hui admis que la méthylation globale des régions pauvres en gene est
importante pour le maintien de 'intégrit¢ du génome, notamment pour la stabilisation de la
chromatine. Ceci protége les cellules contre les réarrangements chromosomiques et la
perturbation du génome par les éléments transposables. Le syndrome ICF (immunodéficience
combinée, instabilit¢ de I'hétérochromatine paracentromérique et dysmorphie faciale)
constitue un bon exemple de la conséquence de perte de méthylation au niveau de séquences
satellites sur la stabilit¢ des chromosomes. Dans ce syndrome, la perte de méthylation est li¢e
a I’inactivation par mutation de DNMT3B, impliquée dans le maintien de la méthylation (Xu

et al 1999).

Dans les cancers, la diminution du taux de méthylation du génome semble favoriser les
recombinaisons mitotiques induisant une augmentation des délétions et des translocations
chromosomiques caractéristiques de I’aneuploide partielle observée dans de trés nombreux
cancers. Par exemple, il a ét¢ montré que la diminution d’expression de DNMTI (impliquée
dans la méthylation de novo) d’environ 10% par une mutation hypomorphe chez la souris
entraine une augmentation significative de 1’incidence des lymphomes agressifs, avec une

forte instabilité génétique et notamment une trisomie du chromosome
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Figure 11 : Biogenése des microARNSs et modes d’action sur les ARNm cibles

Les microARNs sont généralement transcrits par I’ARN polymérase II sous forme de pri-miRNA
pouvant atteindre 1 kilobase de longueur. Les pri-miRNAs portent une coiffe de 7-méthylguanosine en
5’ et une queue polyA en 3’ et présentent une structure secondaire en forme d’épingle a cheveu. Le
pri-miRNA subit un premier clivage catalysé la RNase III Drosha libérant la structure en épingle a
cheveu d’environ 65 nucléotides appelée pre-miRNA. Le pre-miRNA est alors exporté hors du noyau
par le complexe Exportin-5-Ran-GTP (transport actif). Une fois dans le cytoplasme, le pre-miRNA
double brin est reconnu par la RNAse Dicer qui le clive et génére ainsi un duplex composé du miRNA
mature et de son brin complémentaire. Ce duplex est alors pris en charge par le complexe RISC
constitué¢ de Dicer et des protéines TRBP et Argonautes. Le complexe RISC est impliqué dans la
reconnaissance de I’ARN messager (ARNm) cible, permettant la liaison du microARN a sa cible et
ensuite le clivage de cette cible ou I’inhibition de la traduction Figure originale.
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15 (Gaudet et al 2003). La réactivation d’éléments transposables par déméthylation est un
autre mécanisme décrit dans les cancers. En effet, il a é&té montré dans certains cancers du
testicule que la réactivation de certains loci LTR était due a leur déméthylation (Gimenez et al
2010). Enfin, la perte de ’empreinte génétique (ou empreinte parentale), c’est-a-dire de
I’inactivation d’un des deux alleles d’un méme geéne assurant le contrdle du niveau
d’expression de ce gene, est également un mécanisme permettant d’expliquer le role de la
perte de la méthylation dans le développement des cancers. Par exemple, la perte de
I’empreinte au niveau du gene /GF2 et ainsi |’augmentation importante de son niveau
d’expression est constatée dans les tumeurs de Wilm et constitue un facteur de risque dans le

cancer du colon (Cui et al 2003, Kaneda and Feinberg 2005).

3. La dérégulation des microARNs

Les microARNs sont de petits ARNs non codants, d’environ 25 nucléotides, impliqués
dans la régulation post-transcriptionnelle de I’expression des geénes par liaison a ’ARN
messager (ARNm) qu’ils ciblent (Di Leva and Croce 2010). Les génes codant pour ces
microARNs sont localisés dans les régions intergéniques a des distances plus ou moins
importantes de génes ou dans les introns de geénes (mirtrons). La biogenese des microARNs
est bien décrite et implique une succession de clivages qui libérera finalement un microARN
incorporé dans le complexe RISC (Bartel 2004). C’est ce complexe qui va permettre le
ciblage et la liaison a ’ARNm. La liaison du complexe a I’ARNm entraine soit la destruction
de I’ARNm cible par clivage, soit I’inhibition de la traduction en empéchant la progression du
complexe ribosomique (Figure 11). La voie impliquée dans la répression de 1’expression du
gene dépend du degré de compatibilité entre I’ARNm et le début du microARN (8 premiers
nucléotides : « seed ») (Brennecke et al 2005, Doench and Sharp 2004, Mallory et al 2004).

L’expression des microARNSs est perturbée dans de nombreux cancers, et touche la plupart
des voies dérégulées spécifiquement dans les cancers (Esquela-Kerscher and Slack 2006). Le
caractere d’oncogene ou de géne suppresseur de tumeur dépend de la cible régulée. Ainsi des
microARNs a caracteére suppresseur de tumeur ciblent des génes favorisant la progression
tumorale et sont généralement perdus dans les cancers comparés aux tissus normaux

correspondants, permettant une expression anormalement élevée de I’oncogene. A I’inverse,
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les microARNs a caractére oncogénique ciblent des geénes suppresseurs de tumeur et sont

généralement amplifiés dans les cancers (Table 4).

Ce tableau apparemment trés simple se complexifie lorsque 1’on se penche sur la diversité
des cibles pour chaque microARN et le nombre de microARNSs ciblant un méme messager.
En effet, un microARN est capable de réguler plusieurs centaines de genes d’apres les

algorithmes de prédiction de cible (Friedman et al 2009, Thomas et al 2010).

L’importance de la dérégulation des microARNs dans le développement et la progression
tumorale est généralement admis et de nombreux travaux étudient le potentiel thérapeutique
du ciblage des microARNs (Kasinski and Slack 2010, Sotillo and Thomas-Tikhonenko 2011).
Néanmoins, la place de la dérégulation des microARNs dans la hiérarchie des événements
impliqués dans la progression tumorale est discutée. En effet, bien que les microARNs soient
impliqués dans la dérégulation des principales voies altérées dans les cancers (prolifération,
apoptose, angiogenése, invasion etc..), leur dérégulation est souvent présentée comme la
conséquence de I’instabilité génétique (les microARNs sont fréquemment localisés dans les
sites fragiles des chromosomes, et donc inactivés par des cassures double brin (Calin et al
2004)) ou de la méthylation de I’ADN (certains microARNs sont inactivés par
hyperméthylation (Saito et al 2006)).

41 |Page



Figurel2 : Modéle de progression tumorale du cancer du colon

Modéle de progression du cancer du colon dans lequel les principales altérations génétiques sont
hiérarchisées en utilisant la fréquence de ces derniéres dans les différents stades tumoraux pour en
déduire leur place relative dans la progression tumorale. (Figure traduite de Fearon and Vogelstein
1990)
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III. Hiérarchisation des événements au cours de la

progression tumorale.

La mise en évidence de trés nombreuses altérations génétiques dans les cancers et en
particulier les mutations récurrentes de génes clés dans le développement tumoral (ex : APC
dans le cancer du c6lon (Nakamura et al 1991), BRAF dans les mélanomes (Davies et al 2002)
etc..) a induit I’hypothése selon laquelle les cancers sont d’origine génétique. Cette hypothése
implique que 1’événement primaire induisant une cellule prédisposée a partir d’une cellule
normale soit de nature génétique. Les événements secondaires sont eux soit de nature
génétique, soit de nature épigénétique. Le modele de progression du cancer du célon proposé
par Vogelstein et al. (Fearon and Vogelstein 1990) et impliquant des altérations génétiques est
probablement un des modeles de progression tumorale les mieux décrits (Figure 12),
notamment en raison de la fréquence de ce cancer mais également de I’existence claire et bien

définie de chaque phénotypes intermédiaires de la progression tumorale.

La mise en évidence d’altérations épigénétiques avec des profils universels dans les
cancers, en particulier pour la méthylation de I’ADN, a changé cette vision et a conduit a
proposer que 1I’événement primaire serait plutot de nature épigénétique. Ainsi, Feinberg ef al.
ont proposé un modele selon lequel les cellules normales subiraient une reprogrammation

épigénétique qui les rendraient alors permissives aux mutations de genes clés (Feinberg et al

2006).

La hiérarchie entre altérations génétiques et épigénétiques (en particulier la méthylation de
I’ADN) au cours de la progression tumorale reste encore un point de débat dans la mesure ou
des observations en faveur des deux modeles existent. Nous allons ici tenter de résumer les

différents arguments en faveur et en défaveur d’une origine épigénétique des cancers.

A. Les changements de méthylation comme origine des

cancers

Par définition, les changements de méthylation sont héritables au cours de divisions

cellulaires, permettant la propagation des changements de méthylation au cours de la
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progression tumorale. Au-dela de 1’observation d’altérations de la méthylation de 1I’ADN,

d’autres arguments sont en faveur d’une origine épigénétique des cancers.

1. Hyperméthylation locale et augmentation du taux de mutations

Comme décrit précédemment, la méthylation des cytosines est liée a une augmentation du
taux de mutations dans les cancers, soit de facon directe via I’hyperméthylation locale de

genes de réparation de I’ ADN, soit indirectement par la déamination des cytosines.

Un autre mécanisme a ét¢ mis en évidence, reliant la méthylation de I’ADN a des
altérations génétiques précoces, en lien avec I’environnement. En effet, il a été montré que le
benzopyreéne, présent dans la fumée de cigarette, présente une affinité accrue pour les
dinucléotides CpG méthylés induisant des transversions G vers T préférentiellement sur ces
sites (Yoon et al 2001). De plus, ce type de mutations a €té observé dans le géne p53 dans des
cancers du poumon li¢ au tabagisme. Enfin, il a été montré qu'une alimentation déficiente en
donneur de méthyl cause des altérations de la méthylation aboutissant au développement de

tumeurs chez le rat (Wilson et al 1984).

2. Les changements de méthylations sont précoces et réversibles au

cours de la progression tumorale

L’origine épigénétique des cancers implique nécessairement 1’observation d’altérations
épigénétiques a des stades précoces. L’une des altérations de la méthylation de ’ADN qui
précedent les altérations génétiques est I’hypométhylation du génome des cellules
cancéreuses. Comme décrit précédemment, I’hypométhylation globale du génome est
fortement 1i¢ a ’instabilité génétique notamment par 1’activation d’¢léments transposables. La

démeéthylation du génome est également liée a la perte de I’empreinte parentale.

L’un des exemples les mieux décrit est la perte de ’empreinte du gene IGF2 par
déméthylation dont le caractére précoce été évalué dans la cadre du cancer du colon. Ainsi il a
¢été observé une perte de I’empreinte de ce géne dans les tumeurs cancéreuses mais également
dans le tissu normal adjacent dans 44% des cas étudiés (Cui et al 1998) démontrant ainsi le

caractere précoce du changement de méthylation.
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Des modeles dynamiques ont également été utilisés pour évaluer ce caractére précoce des
altérations de la méthylation. Par exemple, il a mis en évidence que 1’exposition continue aux
cestrogénes de rats ACI (modele de développement du cancer du sein) induit des changements
de méthylation détectables dans les deux jours suivant le début de I’exposition et persistant au
cours du développement et de la progression tumorale. De plus, dans cette étude il a été
montré que les altérations précoces de la méthylation sont réversibles spontanément lorsque
I’exposition aux cestrogénes est arrétée (Kutanzi et al 2010). Une étude utilisant un modéle de
tumorigénese de cancer de la peau (souris SENCAR), montre que I’hyperméthylation des
geénes est prédominante dans les 1ésions précancéreuses, tandis que I’hypométhylation globale
est surtout observable dans les tumeurs. De plus, la réversibilité de ces changements précoces

est également mise en évidence dans ce modéele (Bachman et al 2006).

B. Les changements de méthylation comme événements

secondaires dans la progression tumorale

1. L’hyperméthylation des genes comme conséquence de

I’inactivation

Les mécanismes aboutissant a I’hyperméthylation des promoteurs de génes au cours de la
progression tumorale sont mal connus, néanmoins il est bien démontré que
I’hyperméthylation des genes est liée a I’inhibition de leur expression. Bien que souvent
présentée comme une cause de l’inactivation des geénes, il semble que pour certains genes
I’inhibition de D’expression soit antécédente a la méthylation du promoteur. En effet
I’hyperméthylation de I’ilot CpG dans le promoteur du gene APRT est consécutive a
I’inactivation de Sp1 qui en quittant le promoteur permet la méthylation de novo de I’ilot CpG
(Brandeis et al 1994, Macleod et al 1994). De méme, le géne GSTPI devient hyperméthylé

suite a son inactivation transcriptionnelle (Song et al 2002).
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2. L’hypométhylation du génome, une conséquence de la

transformation cellulaire

Comme présenté précédemment I’hypométhylation est décrite comme un événement
extrémement précoce dans la progression tumorale, permettant 1’acquisition de nouvelles
altérations notamment par I’instabilité génétique. Néanmoins, une étude réalisée dans le
cancer de la prostate a montré tout d’abord que le niveau global de méthylation n’est pas
différent entre des tumeurs primaires de cancer de la prostate et le tissu normal correspondant,
mais que ce niveau de méthylation diminue significativement dans les métastases des mémes
patients (Yegnasubramanian et al 2008). Ceci semble donc indiquer que dans le cancer de la

prostate ’hypométhylation globale du génome est un événement tardif.

Les mécanismes impliqués dans la diminution du niveau de méthylation sont mal connus,
méme si certaines études permettent de faire un lien entre la diminution du niveau
d’expression des DNA méthyl-transférases DNMT1 et DNMT3b et I’hypométhylation
globale (Gaudet et al 2003, Xu et al 1999). Il est alors intéressant d’observer que les DNMT
sont régulées au cours du cycle cellulaire (Robertson et al 2000). Par exemple, DNMT1 est
inhibée par E2F/Rb/HDAC, genes clés dans la régulation du cycle cellulaire (Kimura et al
2003). Ces genes ¢étant fortement perturbés dans les cancers, il est alors possible de penser que
la dérégulation du cycle cellulaire est a 1’origine de la perturbation de 1’expression des
DNMT, avec pour conséquence des perturbations de la méthylation de I’ADN, mais
¢galement de la réparation de I’ADN (Chuang et al 1997).

CONCLUSION

Ainsi, il est difficile de hiérarchiser les événements génétiques et épigénétiques au
cours de la progression tumorale. Ceci est probablement dii au fait que, la plupart du
temps, ces mécanismes ne sont pas analysés dans les mémes échantillons tumoraux mais
sur des cohortes différentes, limitant la possibilité de départager I’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 a prolactine humaine.
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IV.  Peut-on refracer histoire de la tumeur a
partir d’un état statique ? Apport de la génomique
intégrative.

La compréhension du processus d’initiation et de progression tumorale nécessite a la fois
I’identification des mécanismes moléculaires dérégulés mais également la hiérarchisation
temporelle des différents événements. Bien que de nombreuses altérations impliquées dans la
tumorigéneése ou la progression tumorale de différents cancers aient été identifiées
I’importance de chacune de ces altérations et leurs places relatives dans la progression
tumorale sont encore largement discutées. La difficulté majeure dans 1’étude de la progression

tumorale est le choix de la stratégie a adopter en fonction des outils disponibles.

A. Les modéles in vifroet in vivo

Pendant de nombreuses années les techniques de biologie moléculaire ont été tres
limitantes pour 1’étude des altérations impliquées dans le développement et la progression des
cancers du fait de leur consommation en matériel et de la petite taille et de la rareté des
tumeurs prélevées chez le patient par le chirurgien. Elles autorisaient 1’étude d’un petit
nombre d’altérations a la fois et bien qu’ayant abouti a I’identification de nombreuses
mutations récurrentes, elles ne permettaient pas de comprendre la hiérarchie temporelle de ces
altérations. Par conséquent de nombreux modeles ont été développés pour tenter de parer ce

probléme.

1.  Stratégies d’amplifications du matériel tumoral

Le principal probléme li¢ a I’étude des cancers est la disponibilité en matériel biologique.
Une solution couramment utilisée est la lignée cellulaire. Ces lignées ont été établies a partir

de tumeurs issues de patients et mises en culture in vitro afin de permettre leur amplification
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et leur entretien. Ces lignées ont pour principal avantage d’apporter une solution au probléme
de quantité de matériel pour 1’étude des mécanismes moléculaires mais permettent ¢galement
des manipulations génétiques (surexpression ou extinction d’un ou plusieurs geénes)
relativement faciles ainsi que de tester 1’effet de différentes drogues sur la survie des cellules
tumorales. Néanmoins ces lignées clonales représentent un état statique, généralement tardif
et par conséquent peu utile pour 1’étude de la progression tumorale. De plus ces cellules sont
entretenues dans un milieu trés ¢€loigné des conditions physiologiques, avec des
concentrations en métabolites extrémement élevées, une absence de microenvironnement ou
de régulation hormonale. Ces mod¢les ne semblent donc pas constituer un outil intéressant

pour I’étude de la progression tumorale.

Un autre moyen d’amplification du matériel tumoral humain consiste a réaliser des
xénogreffes chez ’animal, la plupart du temps la souris dépourvue de systéme immunitaire.
Cette technique est complexe et la réussite des xénogreffes dépend de nombreux parametres
plus ou moins contrdlables tels que le site de greffe, la quantité de matériel greffé, 1’origine de
la tumeur, 1’état de santé de 1’animal etc... Malgré la difficulté technique et le coft, cette
méthode permet d’étudier la progression tumorale dans des conditions plus physiologiques
que la culture in vitro. De plus cela permet également d’étudier le développement
métastatique ou la sensibilité des cellules tumorales a différentes drogues. On peut néanmoins
poser la question de I’impact de la sélection clonale ayant lieu lors de la greffe sur la biologie
de la tumeur. Enfin, ce type d’approche ne permet pas d’étudier directement les événements

précoces.

2. L’¢tablissement de modcles dynamiques mimant la progression

tumorale

Les deux modéles présentés ci-dessus apparaissent particulierement intéressants dans
I’identification des altérations moléculaires impliquées dans la progression tumorale mais
semblent moins adaptés a la hiérarchisation des événements. Une autre stratégie d’étude de la
progression tumorale est 1’établissement de mod¢eles dynamiques de progression que ce soit in

vitro ou in vivo.

Les mod¢les dynamiques in vitro consistent a introduire des altérations dans une cellule

normale de fagon séquentielle afin de mimer la progression tumorale. Les altérations t
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introduites sont supposées reproduire la séquence existant dans les tumeurs humaines afin
d’étudier les conséquences de chacune. Le modéle probablement le plus célebre établit
suivant cette stratégie est le fameux « modéle de Weinberg ». Ce modele, décrit par Weinberg
et al. (Elenbaas et al 2001) consiste a introduire dans une cellule épithéliale mammaire
normale 1) I’antigéne LT du virus SV40, supposé imiter I’inactivation des geénes p53 et pRb
observée dans certains cancers du sein puis 2) le géne ATERT pour reproduire ’activité
soutenue de la télomérase et enfin 3) 'oncogeéne H-Ras également dérégulé dans ces cancers.
La succession de ces altérations entraine alors la transformation de la cellule normale en
cellule tumorale capable de générer une tumeur apres injection chez la souris. Aujourd’hui de
nombreuses variantes de ce modele existent avec I’introduction d’oncogenes reflétant plus
fidelement les altérations observées dans les tumeurs humaines. Néanmoins ce type
d’approche présente les limitations habituellement observées dans le cas de cultures in vitro
comme entre autre un milieu de culture éloigné des conditions physiologiques, I’absence de

microenvironnement et de régulation hormonale.

Une autre approche consiste donc a établir un modele dynamique in vivo par la génération
d’animaux mutants c’est-a-dire d’animaux exprimant un gene muté soit dans toutes les
cellules soit de facon restreinte a un type cellulaire. Il existe aujourd’hui des modéles
inductibles, c’est-a-dire des modeles pour lesquels I’expression de 1’oncogeéne peut étre
déclenchée par la mise en contact de I’animal avec une drogue (pour revue : (Karim and Huso
2013)). Le choix des genes mutés dépend en général du type de cancer étudié et des mutations
récurrentes observées dans ce type de cancer chez I’homme. Par exemple, I’inactivation
fréquente du géne APC dans le cancer du célon ou la mutation du géene BRCAI dans les
cancers du sein etc. Ces modeles ont pour avantage de permettre 1’étude du développement et
de la progression tumorale dans des conditions physiologiques. La principale limite de ces
modeles réside dans le choix de I’altération introduite chez I’animal, car dans la plupart des

cancers I’événement initiateur n’est pas connu. Néanmoins ce type de modele est

probablement le meilleur modéle dynamique actuel.
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B. Etude de la progression tumorale a partir d’un état

statique : apport de la génomique

L’étude des altérations directement a partir des tumeurs humaines a longtemps été limitée a

un petit nombre d’altérations du fait des quantités de matériel nécessaires.

Le développement des techniques de génomiques permettant I’étude des mécanismes
moléculaires a I’échelle du génome entier ont rapidement permis de réaliser des signatures des
cancers aboutissant a une meilleure classification pathologique. Par exemple, la réalisation de
signatures transcriptomiques sur un grand nombre de tumeurs mammaires a permis de
proposer une classification en cinq sous-types (Perou et al 2000). Plus récemment,
I’intégration de données de transcriptome avec des données d’altérations génétiques a abouti a
la proposition de dix sous-types pathologiques de cancer du sein (Curtis et al 2012). Ce type
d’études montre la capacité des techniques de génomique a identifier des altérations
moléculaires permettant d’améliorer la classification des cancers d’un méme type,
I’identification de marqueurs de diagnostic ainsi que de nouvelles cibles thérapeutiques
(Dawson et al 2013). Néanmoins, peu d’études proposent une hiérarchisation de ces

altérations dans un modele de progression tumorale (Navin and Hicks 2010).

Une autre stratégie pour la hiérarchisation des événements dans la progression tumorale
consiste a identifier, analyser et comparer les différentes populations clonales composant une
méme tumeur, en supposant que cette tumeur soit bien hétérogéne. Ceci a abouti a la
proposition de modeles de progression dans le cas des leucémies (Walter et al 2012), ou
encore de cancer du sein (Navin and Hicks 2010). La hiérarchisation des altérations est alors
basée sur le principe d’accumulation de ces dernieres au cours de la progression tumorale : les
cellules présentant le moins d’accumulation représentent les états précoces et les cellules avec

des altérations complexes les états tardifs.
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CONCLUSION

Les techniques de génomiques semblent étre un outil puissant pour I’analyse des
altérations moléculaires a 1’échelle du génome entier. Des études de génomique
intégrative, a 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
modele 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 I’identification ainsi que la hiérarchisation des altérations moléculaires au
cours de la progression tumorale a partir d’un petit nombre de tumeurs rares que sont

les tumeurs hypophysaires a prolactine humaine.
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Figure 13 : Anatomiede la glande hypophysaire

Schéma théorique de I’hypophyse humaine. L hypophyse intrasellaire comprend le lobe antérieur (LA), le
lobe cystifome (LC) et le lobe postérieur (LP). L’hypophyse suprasellaire comprend 1’éminence médiane (EM),
la tige infidibulaire (TI) et le lobe infidibulotbéral (LI). LA, LC et LI sont regroupés sous le terme
d’adénohypophyse et EM, TI et LP sous le terme de neurohypophyse. Les cinq types cellulaires de
I’adénohypophyse sont représentés avec les hormones qu’ils synthétisent et les récepteurs pour les hormones
hypothalamiques et périphériques qui régulent leurs actions. ACTH : adénocorticotrophic hormone ; FSH : follicle
stimulating hormone ; LH : luteinizing hormone ; TSH : thyroid stimulating hormone; GH : growth hormone; PRL :
prolactine ; PHR : prolactin releasing hormone ; GHS : growth hormone secretagogue ; ACT : activin; OT: ocytocine;
PACAP: pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide; AVP: arginine vasopressine; LIF: leukemia inhibitor factor; Gn-

RH: gonadotrophin releasing hormone; SS: somatostatine; GC: glucocorticoid; VIP: vasoactive intestinal peptide; E2-R:
oestrogen receptor.

Figure et légende tirées de Trouillas et al. 2007, Anatomie et histologie de [’hypophvse humaine.
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Table 5: Critéres de classification des adénomes hypophysaires
Adaptée et traduite de Pernicone J et al. 1997

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 (>1cm) Macroadénome (>1cm)
Invasion Possible Probable Requise

Métastase Non Non Requise

Taux d'hormone sanguin  Variable Variable Elevé
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V.Les Tumeurs Hypophysaires

L hypophyse est une glande endocrine controlée par I’hypothalamus localisée a la base du
cerveau (Figure 13) et composée de [’hypophyse intrasellaire dans une dépression de 1’os
sphénoides et de I’hypophyse suprasellaire ou tige hypophysaire. L’hypophyse intrasellaire
est divisée en deux parties : I’antéhypophyse responsable de la sécrétion des hormones
hypophysaires et la posthypophyse qui stocke I’ocytocine et la vasopressine synthétisées par
I’hypothalamus. L’antéhypophyse est constituée de cinq types cellulaires principaux,
différenciés en fonction de I’hormone secrétée. Ainsi on retrouve les cellules corticotropes
(ACTH), somatotropes (GH), thyréotropes (TSH), gonadotropes (FSH/LH) et lactotropes
(PRL) a partir desquelles les tumeurs hypophysaires se développent. Les adénomes
hypophysaires représentent entre 10 et 15 % des tumeurs intracraniennes (Lloyd 2004) et leur
prévalence est estimée a environ 17 % de la population générale (données basées sur une

revue des études de diagnostic radiologique et de constat post-mortem)(Ezzat et al 2004).

A. Classification et Prévalence

Historiquement ces tumeurs étaient classées sur la base de leurs tailles (micro-adénome <
lcm et macro-adénome > Icm) ou de leurs propriétés a la coloration (acidophile, basophile,
chromophobe etc.). Ces classifications descriptives ont €évolué¢ vers une classification
fonctionnelle basée sur les signes cliniques et biologiques en adénomes sécrétant ou
fonctionnels et adénomes non sécrétant ou non fonctionnels et sur leurs profils immuno-
histochimiques en fonction de la sécrétion des hormones hypophysaires : prolactinome (PRL),
adénome somatotrope (GH), thyréotrope (TSH), corticotrope (ACTH) et gonadotrope (FSH,
LH) ou non immuno-réactifs (null cell aénoma). Il a ét¢ montré que les tumeurs a prolactine
sont les plus fréquentes et représentent 25-45 % des adénomes hypophysaires, selon les études

(Ezzat et al 2004).

D’apres la classification établie par I’Organisation Mondiale de la Sant¢é (WHO), il est
possible de constater que les tumeurs hypophysaires sont considérées comme généralement

bénignes (adénomes typiques) malgré leur capacité a envahir les tissus environnants. Le
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Table 6: Altérations identifiées dans les tumeurs hypophysaires,

Facteurs de croissance et leurs récepteurs

résistant au traitement par des agonistes

de la dopamine)

Génes Type d'Altération Mécanismes Références
VEGF Sur-expression (1) Activation par la voie des oestrogenes Heaney AP 2002
FGF Sur-expression (1) Activation par la voie des oestrogéenes Heaney AP 2002
. , X Abbass SA 1997; Zhu
FGFR-111b Sous-expression (1) Méthylation du promoteur
X 2007
Régulation du cycle cellulaire et de la prolifération
Geénes Type d'Altération Mécanismes Références
Ras mutation Cai WY 1994; Karga
H-ras gene (Gly12Val) 1992
Heaney AP 2002;
PTTG1 Sur-expression (1,2) Activation par la voie des oestrogenes R.av?rot 62012
Wierinckx A 2007;
Zhang X 1999
. Jordan S 2000;
Cycline D1 Sur—expres.5|on (1.2) Simpson DJ 2001;
Polymorphisme A/G
Turner HE 2000
cyclin E Sur-expression (2) Turner HE 2000
. Méthylation du promoteur Cryns VL 1993; Pei L
Rb Sous-expression (1) Perte d'hétérozygotie 1995
D'Angelo D 2012;
HMGA2/1 Sur-expression (1) Perte de régulation par des microARNs Fedele M 2002, 2005;
Palmieri D 2012
. , . Bahar A 2004; Zhang
GADD45gamma Sous-expression (1) Méthylation du promoteur X 2002
Régulation de I'adhésion cellulaire
Geénes 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
. Paez Pereda 1999
MMP9 Sur-expression (1)
Turner 2007
Régulation des niveaux d'hormone
Geénes Type d'Altération Mécanismes Références
Diminution de l'activité Asa SL 1999;
D2R (spécifique des adénomes a prolactine | Perte de |'activation de D2R par lavoie du NGF | Fiorentini C 2002;

(Nerve Growth Factor)

Kelly MA 1997,
Missale C 1996

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

62|Page



diagnostic de la malignité (carcinome) ne se fait que sur le constat de métastases locales ou a
distance chez le patient. Les carcinomes ainsi strictement définis sont trés rares et ne
représentent que 0,2% des tumeurs hypophysaires. Il a été estimé que les carcinomes a
prolactine représentent 30 % des carcinomes diagnostiqués, représentant ainsi le sous-type le
plus fréquemment malin (Zemmoura et al 2012). Enfin, les adénomes présentant un potentiel

agressif mais sans métastases constatées sont considérées comme « atypiques » (Table 5).

B. Mécanismes impliqués dans la tumorigénese

hypophysaire

1. Mutations impliquées dans les cas familiaux

Deux syndromes familiaux provoqués par des altérations des genes MENI (Syndrome de
Wermer) ou PRKARI ont été associés au développement de tumeurs hypophysaires ainsi que
d’autres tumeurs endocrines. Cependant ces altérations ne sont pas retrouvées dans les
adénomes hypophysaires sporadiques (Asa et al 1998, Kirschner et al 2000, Trouillas et al
2008, Yin et al 2008, Zhuang et al 1997). Les altérations du gene AIP ont également été
observées dans certains cas familiaux mais trés rarement dans les cas sporadiques (Barlier et
al 2007, DiGiovanni et al 2007, Vierimaa et al 2006).I faut noter que les tumeurs

hypophysaires d’origine familiale sont plus agressives que les tumeurs sporadiques.

2. Genes et voies de signalisation dérégulées dans les adénomes

hypophysaires sporadiques

Malgré les nombreuses études réalisées, les mécanismes impliqués dans le développement
ou la progression des adénomes hypophysaires, et en particulier des adénomes a prolactine,
sont mal connus. Des altérations différentes, plus ou moins rares, ont été identifiées (Table 6).
Néanmoins le manque d’homogénéité dans les classifications utilisées (classification sur la
taille, I’invasion, la sécrétion d’hormone etc...) ou dans les comparaisons réalisées (adénomes

contre hypophyse normale ; adénome non-invasif contre invasif ou
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de définition des grades pathologique pour les tumeurs hypophysaires

eres

Crit

Table 7

Table traduite a partir de Table 1 dans Trouillas J et al 2013.

64|Page

anbi1gusde\ aoueuosay Jed auadew| INY|
(X0oot uswassipuesde ‘cww 0g‘0) pIaty 4oamod yYsiH :4dH

(anbiwaisAs 19 9|eu1ds0iq249I S9SeISeIdW) Uuljew € apeto
J13e4941104d 13 }JISeAU] :qZ peto
JISeAu| :ez apeJto
}1384341]04d 13 JISEAU] UOU QT dpeID
JISBAUI-UOU : BT 3peJ
:JuU0s sapedd sbuid sa7
(4dH OT / s9nbuew juswaiio) xneAou Q1<) aA13Isod £G4
4dH 0T/ < U :S3SOMN
(uljewJoy us uonexiy) %€ 2 NO (3pue||oH-uinog uoilexiy) %I < /9-1)
SJUBAINS S2J411JD S10J]} SIP XNIP SUIOW Ne,p 22uUdsId B| UNS 9219PISUOI UOIIeID}I|04d BT
(INY1) uswanbi3o|olpes no/19 Juswanbi30|01s1y 991e1SU0d aploudyds NP 19 XNIUIDABD SNUIS NP UOISBAUI,T
SJUBAINS S2J4211JD SB| NS 9Seq |eJown) apeJd 9| :¢
alwiydolsiyounwuwi Jed HSL 38 H1/HSH ‘HLOV “T4d ‘HO ua |eiown) 2dA} ) :g
INY] U3 (Ww Of <) Juesd 18 (Ww eT 2) oJoew ‘(Ww BT >) 0J0|W U JN3wnl e[ 9p dJ1dwelp 3| :T
:S91UBAINS SANI1S1IDIOLILD € SD| JNS 99SEQ 15D UOI1BII}ISSE[D B

saJlesAydodAy sinawny sap anbiS8ojoyiedooiuip uonedyisse|d




encore, micro- contre macro-adénome) ne permet pas de généraliser les observations a un
phénotype particulier (fonctionnel ou pathologique). De plus, les valeurs pronostiques et
diagnostiques de nombreux génes sont discutées et donnent des résultats discordants selon les
¢tudes (Gurlek et al 2007). Des approches globales de I’expression des genes ont également
adressé cette question des voies altérées dans les adénomes hypophysaires. Néanmoins, la
majorit¢ d’entre elles compare les adénomes hypophysaires de différents sous-types
fonctionnels a I’hypophyse normale et permettent donc d’identifier des mécanismes liées a la
tumorigénese plutot que des caractéristiques de malignité (Evans et al 2001, Evans et al 2008,

Moreno et al 2005, Morris et al 2005, Wierinckx et al 2010).

C. Lestumeurs hypophysaires a prolactine . classification,

transcriptome et corrélations cliniques

Une étude transcriptomique réalisée au laboratoire et a partir de 27 des prolactinomes
classés sur la base de données radiologique et histologique et d’un suivi clinique des patients
sur le long terme (au moins 8§ ans) a permis de confirmer 1’existence de trois phénotypes
principaux : non-invasif, invasif et agressif caractérisés par I’expression différentielle d’un
groupe de geénes régulant la prolifération et I’invasion (4ADAMTS6, CRMPI, PTTG, ASK,
CCNBI, AURKB et CENPE) (Wierinckx et al 2007). La valeur diagnostique de ces génes a
été confirmée sur une cohorte de 94 tumeurs. Cette étude a également révélé la potentiel
pronostique de la récurrence et de la progression de cinq d’entre eux (4ADAMTS6, CRMPI,
ASK, CCNBI, et CENPE) sont des marqueurs diagnostic permettant de distinguer les trois
phénotypes (Raverot et al 2010). Plus récemment cette classification a évoluée pour intégrer
différents critéres cliniques (Trouillas et al 2013) tels que 1) la prolifération évaluée par le
nombre de mitoses, le marquage Ki-67 ainsi que le marquage nucléaire de p53, 2) le caractere
invasif de la tumeur, évalué par IRM (Imagerie par Résonance Magnétique), 3) la taille de la
tumeur et 4) le sous type fonctionnel. Ainsi les tumeurs sont classées en grade la (non-
invasif), 1b (non-invasif et prolifératif), 2a (invasif), 2b (invasif et prolifératif, ancien invasif-
agressif) et 3 (carcinome) sur la base de ces critéres (Table 7). Cette nouvelle classification
permet de prédire la récurrence et/ou la progression de la maladie avec une bonne sensibilité.

En effet, une étude cas/témoins portant sur 410 patients avec un suivi clinique a 8 ans,

65|Page



66| Page



montre que les patients présentant une tumeur de grade 2b en premiére intervention ont un
risque 25-fois plus élevé de ne pas étre guéris et 12-fois plus élevé de présenter une
progression de la maladie. De plus, cette étude souligne que 6 des huit tumeurs ayant présenté
des métastases au cours de I’évolution et identifiées comme des carcinomes identifiés étaient

des tumeurs de grade 2b a la premiére intervention.

Ces deux études semblent proposent que les adénomes dits atypiques dans la WHO
correspondraient a des tumeurs de grade 2b (invasif et prolifératif, anciennement invasif-
agressif). De plus, les profils transcriptomiques des tumeurs de grade 2b et de grade 3 sont
trés proches et soutiennent I’hypotheése selon laquelle des tumeurs de grade 2b seraient des
carcinomes en devenir. L’analyse fonctionnelle des génes marqueurs (4DAMTS6, CRMPI,
PTTG, ASK, CCNB1, AURKB et CENPE) a révélé que ces geénes sont interconnectés dans une
voie de signalisation contrdlant le cycle cellulaire et I’invasion (Raverot et al 2010, Wierinckx

et al 2007, Wierinckx et al 2010).

CONCLUSION

Malgré les nombreuses données existantes sur les mécanismes potentiellement
impliqués dans la tumorigénése hypophysaire, aucun ne fait actuellement consensus. De
plus, malgré des études intégrant des données moléculaires et cliniques tendant a
démontrer I’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 I’identification et la hiérarchisation des
événements moléculaires impliqués dans la progression des prolactinomes humains vers

les phénotypes agressif et malin.
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D. L’tude de la progression tumorale des prolactinomes
humains a partir d’un état statique . la stratégie de

génomique intégrative multidimensionnelle

1. Modeles hypothétiques de progression tumorale des

prolactinomes humains

En se basant sur ces études précédemment réalisées au laboratoire le but de mon travail de
thése est de comprendre comment les cellules a prolactine tumorales évoluent vers un
phénotype agressif (grade 2b) a partir d’une cellule prédisposée. Il s’agit d’identifier a partir
de I’état final de la tumeur prélevée par le chirurgien, les altérations moléculaires impliquées
dans la progression tumorale et de les hiérarchiser dans un modele expliquant le phénotype
agressif. Pour ce faire, nous utilisons une stratégie de génomique intégrative
multidimensionnelle comparant les tumeurs agressives et non agressives d’une part et les

tumeurs malignes et agressives d’autre part.

Des ¢études de cytogénétiques ayant démontré que les tumeurs hypophysaires sont d’origine
monoclonale (Alexander et al 1990, Gicquel et al 1992, Herman et al 1990, Schulte et al
1991) permettent de faire I’hypothése que le modéle clonal de progression tumoral s’applique
aux tumeurs hypophysaires a prolactine. La premiére implication du mod¢le clonal est que les
altérations sélectionnées au cours de la progression tumorale soient présentes dans la tumeur
finale. Ainsi, des altérations précoces soient visibles a tous les stades de la progression
tumorale, représentés ici par les différents phénotypes, et des altérations tardives ne seront
visibles que dans les phénotypes représentant les stades tardifs de progression tumorale.
Deuxiémement, le mod¢ele clonal implique que les altérations les plus importantes dans la
progression tumorale soient les altérations les plus fréquemment observées dans la population,

c’est-a-dire les altérations communes aux tumeurs de différents patients.

A partir de ces différentes considérations, il est possible de faire I’hypothése de trois

principaux mode¢les de progression tumorale qui semblent adaptés aux prolactinomes.

Le premier est un mod¢le linéaire classique de progression tumorale, avec une progression
du phénotype non-agressif au phénotype agressif. Dans ce cas les altérations sont supposées

s’accumuler et I’on devrait pouvoir observer des altérations communes entre le phénotype
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Figure 14 : Modéeles putatifs de progression tumorale applicables aux prolactinomes humains

A. Modéle de progression tumorale n°1

Cellule Cellule Phénotype Phénotype Phénotype
Normale Prédisposée Non-agressif Agressif Malin (carcinome)

B. Modéle de progression tumorale n°2
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C. Modeéle de progression tumorale n°3
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Figure 15 : Schématisation de la stratégie de génomique intégrative multidimensionnelle
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non-agressif et le phénotype agressif. Par conséquent 1’événement primaire devrait étre
commun et observable dans toutes les tumeurs (Figure 14A).Le second mod¢le propose que
I’événement primaire qui permet la transformation de la cellule normale de départ soit le
méme, mais que les mécanismes de progression tumorale divergent, donnant ainsi lieu a deux
voies de progression tumorale 1’une vers le phénotype non-invasif et I’autre vers le phénotype
agressif. Dans ce cas I’événement primaire est également commun a toutes les tumeurs

(Figure 14B).

Dans le troisieme modele, les voies de progression sont tout a fait différentes entre le
phénotype non-agressif et le phénotype agressif avec un événement primaire et des
événements secondaires différents. Ce modéle suggére que les tumeurs agressives soient

conditionnées a progresser vers le phénotype malin des le premier événement (Figure 14C).

2. la stratégie génomique intégrative multidimensionnelle pour

retracer ’histoire de la tumeur

Afin de mettre en évidence les événements impliqués dans la progression tumorale des
prolactinomes humains et de hiérarchiser ces événements dans le but de construire 1’histoire
tumorale, j’ai utilisé une stratégie de génomique intégrative multidimensionnelle (Figure 15)
mise au point au laboratoire. Cette stratégie consiste a analyser toutes les dimensions du
génome tumoral c’est-a-dire 1’activité du génome avec le transcriptome, ’architecture du
génome avec I’analyse des altérations chromosomiques (aneuploidie, réarrangements
chromosomiques etc.) et génétiques (polymorphismes) et enfin la régulation du génome avec
les mécanismes épigénétiques (microARN et méthylation de I’ADN — cette derniére n’est pas
présentée ici car les résultats sont en cours d’analyse) a partir des mémes échantillons
tumoraux. Les données issues de ces analyses sont ensuite intégrées de fagon a mettre en
¢vidence les interactions existant entre toutes ces dimensions du génome et par conséquent a

identifier des voies de signalisation dérégulées impliquées dans la progression tumorale.

Dans le but de mettre en évidences les événements moléculaires spécifiquement liés a la
progression vers un phénotype agressif, nous nous sommes attachés a comparer les tumeurs
agressives et malignes (A) (grade 2b invasif-prolifératif, et grade 3 carcinomes) avec les
tumeurs non-agressives (NA) (grade 1a non-invasif, grade 1b non-invasif prolifératif, et grade

2a invasif).
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CHAPITRE 2 RESULTATS
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PARTIE 1 . Etude Transcriptomique Des
Tumeurs Hypophysaires A Prolactine
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I. Infroduction

L’analyse du transcriptome permet d’avoir acces au niveau d’expression de I’ensemble des
transcrits d’une cellule a un moment donné, et ainsi au niveau d’expression des genes. Jusqu’a
récemment, les puces transcriptome constituaient la méthode la plus informative pour
I’analyse de I’expression des genes. Le développement des nouvelles générations de
séquengage (NGS) a permis d’avoir acces a la séquence de I’ensemble des ARNs, permettant
d’obtenir au cours d’une méme analyse a la fois des informations quantitatives sur un panel
plus large d’ARN (ARN messagers, ARN non codants) mais également qualitatives (détection
de variants, polymorphismes, ARN fusion).

Apres 1’étude transcriptomique supervisée, réalisée a 1’aide de puces a ADN, qui a permis
la mise en évidence des génes marqueurs de 1’agressivité (Wierinckx et al 2007), nous avons
revisit¢ D’analyse du transcriptome de ces mémes échantillons tumoraux a 1’aide de
séquencage haut débit (RNA-seq). L objectif était double 1) évaluer la puissance d’analyse de
cette approche par rapport aux puces a ADN 2) de compléter les résultats obtenus par les
puces a ADN. Les analyses de séquencage ont €té réalisées sur cing tumeurs non agressives et

cinqg tumeurs agressives déja analysées en RNA-chip.

II. Méthodes

A. Réalisation et Analyse du RNA-chip

Deux microgrammes d’ARN totaux sont amplifiés par transcription in vitro puis marqués a
la biotine a 1’aide du kit « Message Amp aRNA » d’Ambion. Suite a cette étape, la quantité
d’aRNA et le taux d’incorporation de la biotine sont mesurés sur NanoDrop ND-1000 et la
qualité est controlée sur BioAnalyseur 2100 d’Agilent. Dix microgrammes de ces aRNA sont
alors fragmentés et hybridés sur les lames CodeLink Uniset Human Whole Genome a 37°C
sous agitation a 250 rpm pendant 20 heures. Les lames sont ensuite lavées une heure a 46°C
avec un tampon Tris-NaCl-Tween (TNT) puis incubées 30 min avec une solution de

Streptavidine-cyanine5. Les lames subissent ensuite 3 lavages avec le tampon TNT puis un
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lavage avec une solution H2O-Trition 0,2%. Apres séchage, les lames sont scannées sur
I’appareil Genepix 4000B Scanner d’Axon avec les réglages suivants: scanner 100 %
photomultiplier 60% et longueur d’ondes 635 nm. Les images sont alors analysées a 1’aide du
logiciel CodeLink Expression Analysis Software 4.0 qui extrait les données brutes de chaque
sonde puis qui normalise les données par rapport aux contrdles internes puis par rapport a la
valeur médiane du signal de chaque puce. Les variations d’expression sont ensuite analysées a
I’aide du logiciel Partek Genomics Suite v6.4. Les genes sont considérés comme
différentiellement exprimés s’ils présentent une variation entre les groupes comparés d’au

moins 1,5 fois et une p-value inférieure a 0,05 (test de Student avec correction Bonferroni).

B. Réalisation des banques et s€équencage ARN

Les banques de séquencage ARN sont réalisées a partir de 1,5 ug d’ARN total a ’aide du
kit « TrueSeq RNA Sample Preparation » d’Illumina Inc. La premicre étape consiste a
capturer les ARN possédant une queue PolyA. Une fois 1’étape de PolyA-capture réalisée, les
ARN sont rétro-transcrits en utilisant des hexameéres « random », puis le brin complémentaire
des ¢cDNA est synthétis¢é afin d’obtenir des cDNA double brin. Ces cDNA sont alors
fragmentés, les extrémités réparées et une adénine est ajoutée en 3’ de chaque brin pour
permettre la ligation des adaptateurs contenant un index spécifique a chaque échantillon. Les
index permettent d’identifier les échantillons et donc de séquencer plusieurs échantillons sur
une méme ligne de flowcell. Dans notre étude, trois échantillons sont déposés par lignes.
Avant dépot sur la flowcell, les banques subissent 10 cycles de PCR puis sont dosées et
déposées de fagon équimolaire sur la flowcell avec 1% de PhiX sur chaque ligne pour
contrdler la qualité du séquencage. Les clusters sont ensuite générés sur le cBot d’Illumina
Inc. Le séquencage des banques est réalisé en paired-end de 51 bp sur le séquenceur Illumina

HiSeq 2000.
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C. Alignement, identifications des isoformes et mesure

d’expression

La principale difficult¢ dans 1’alignement des données de RNA-seq réside dans
I’alignement des séquences chevauchant deux exons. En effet ces séquences ne pourront pas
étre directement alignées sur le génome du fait de I’éloignement des exons dans ’ADN. De
nombreux outils ont été¢ développés pour résoudre ce probleme et nous avons décidé d’utiliser
I’algorithme TopHat 2 conjointement avec 1’algorithme CuffLinks (Trapnell et al 2009,
Trapnell et al 2012) pour ’alignement des séquences, 1’identification des isoformes et le

calcul des valeurs d’expression (Figure 1).

L’algorithme TopHat aligne les séquences sur le génome de référence (ici Hgl19) en deux
étapes principales. Lors de la premiere étape, TopHat utilise 1’outil Bowtie (Langmead et al
2009) pour aligner directement les séquences ne posant pas de probléme de chevauchement.
Lors de la deuxiéme étape, TopHat répertorie toutes les s€équences non alignées par Bowtie et
identifie tous les sites donneurs et accepteurs d’exons (sites GT-AG) dans les séquences
précédemment alignées. Une fois les possibles sites d’épissage identifiés, les séquences ne
s’alignant pas lors du premier alignement fait avec Bowtie sont a nouveau alignées sur le
génome en considérant les sites d’épissages énumeérés. Ainsi un read qui est a cheval sur 2

exons, pourra étre plus facilement aligné. (Figure 1).

Une fois toutes les séquences alignées, le logiciel Cufflinks est utilisé pour calculer les
valeurs d’expressions de tous les isoformes connus des différents geénes. La base de données
RefSeq (v. hgl9) d’UCSC est utilisée pour calculer I’abondance relative des transcrits,
appelée FPFM (Fragments Per Kilobase of exon model per Million mapped fragments). Ainsi
le niveau d’expression est normalisé par rapport au nombre total de reads qui s’alignent sur le
génome ainsi que la taille du gene. Cufflinks estime aussi la profondeur moyenne de lectures
des transcrits. La comparaison des profils d’expression entre les groupes d’échantillons est
basée sur la comparaison des médianes d’expression des geénes pour chaque groupe. Un
1soforme est considéré comme différentiellement exprimé entre deux groupes de tumeurs si le
ratio des médianes montre une variation d’au moins 1,5 fois. La signifiance des données est

¢évaluée par un test de Student avec correction de Bonferroni, p < 0,05.
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D. Echantillons tumoraux

Les échantillons tumoraux que nous avons utilisés au cours de ce travail sont
exclusivement des tumeurs congelées issues de patients n’ayant recu aucun traitement avant la
chirurgie et font partie des tumeurs inclues dans le PHRC HYPOPRONOS (n°27-43). Ces
tumeurs ont été caractérisées et classées par le professeur J. Trouillas selon des critéres
prenant en compte I’invasion, le marquage Ki-67 et p53 et le nombre de mitoses (Trouillas et
al 2013). Dans mon projet de thése, je me suis intéressée aux mécanismes moléculaires
permettant la progression vers le phénotype agressif (incluant les tumeurs malignes) et vers le
phénotype malin. Pour ce faire, j’ai choisi de regrouper les tumeurs de grade 2b et 3 en
tumeur agressives ou phénotype agressif. Les tumeurs de grades la, 1b et 2a sont quant a elles
regroupées en tumeur non agressives ou phénotype non agressif. Les tumeurs de grades 3 ou
carcinomes sont classées en tumeurs malignes lors de ’analyse de la progression vers le
phénotype malin. Le détail des échantillons (grade, groupe et analyses réalisées) est fourni

Table 1. Cette table sera rappelée en début de chaque chapitre d’analyse.
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Figure 2: Comparaison Codelink Human Whole Genome vs. RNA-seq

Les résultats de la comparaison entre Codelink Human Whole Genome et RNAseq sont représentés
sous forme de diagramme de Venn montrant le nombre de transcrits interrogés en communs par les
deux méthodes, ainsi que les transcrits interrogés spécifiquement par chaque méthode.

Codelink RNAseq
5Avs.5NA 5Avs.5NA
706 transcrits surexprimeés 2 285 transcrits surexprimeés
281 transcrits sous-exprimés 1 728 transcrits sous-exprimés
148 839 3174

407 long ARN non codants
2 267 ARN codants
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III. Résultats

A. Comparaison de ’étude du transcriptome entre puce a
ADN et séquencage ARN

L’analyse de I’expression différentielle par puces a ADN entre les cinq tumeurs agressives
et les cinq non agressives ont montré 987 transcrits différentiellement exprimés dont 706
surexprimés et 281 sous-exprimés. L’analyse a partir des données de séquengage a montré 4

013 transcrits différentiellement exprimés dont 2 285 surexprimés et 1 728 sous-exprimés.

La comparaison des deux profils révéle que 839 transcrits sont identifiés en commun par
les deux méthodes (Figure 2). Parmi ces transcrits interrogés en commun 820 montrent les
mémes sens de variations et 19 montrent des sens de variations opposés. Ces 19 transcrits
montrent des sens de variation incohérents a cause de la localisation aberrante des sondes du
RNA-chip. La comparaison révele que 148 transcrits différentiellement exprimés en RNA-
chip ne sont pas retrouvés en RNA-seq et 3 174 transcrits sont trouvés différentiellement
exprimés uniquement en RNA-seq. Parmi ces 3 174 transcrits il est possible d’identifier 407
ARN non codants et 2 767 ARN codants. Parmi les 2 767 transcrits codants, 2 221 sont
interrogés en RNA-chip mais ne sont pas trouvés différentiellement exprimés pour de
nombreuses raisons incluant des sondes interrogeant de multiples isoformes d’épissage, ou
des sondes mal localisées ou mal annotées. Enfin 546 ne sont pas du tout interrogés en RNA-
chip. L’ensemble de ces nouvelles données est venu compléter les analyses fonctionnelles

réalisées précédemment.

L’analyse qualitative incluant les études de variants d’épissage, promoteur alternatif etc.
n’a pas ¢ét¢ approfondie pour le moment. Néanmoins une approche « géne candidat » est
possible en utilisant 1’outil de visualisation Integrative Genome Viewer (IGV), a partir des

données d’alignements par TopHat2.
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Table 2 : Voies de signalisation significativement dérégulées dans les tumeurs agressives par
rapport aux tumeurs non agressives

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
Arrét 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 génes dans chaque voie et de leur sens de variation

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).

Les génes surexprimés dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives sont
représentés en rouge, ceux sous-exprimes sont représentés en vert et les génes non différentiellement
exprimés sont en blanc. Les lignes pleines représentent des interactions directes et les pointillés des
interactions indirectes. Les relations inhibitrices sont représentées en bleu et les relations activatrices
en rouge.

' CENB1
CCNB2 5
\_~_ Facteur de transcritpion O Complexe/Groupe/famille 5, Peptidase Kinase
) 7 S
Facteur de croissance b ( > Enzyme Autre T microARN
Genes surexprimes Génes sous-exprimés

—> Relation Directe Inhibitrice ——> Relation Directe Activatrice

----- -» Relation Indirecte Inhibitrice ------» Relation Indirecte Activatrice
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B. Etude des genes dérégulés lors de la progression vers un
phénotype agressif . apport des techniques de

séquencage

L’analyse fonctionnelle des données issues du RNA-seq a ’aide du logiciel Ingenuity
Pathway Analysis a permis dans un premier temps de confirmer 1’activation de la voie de
signalisation associée a la prolifération et a I’activation du cycle cellulaire et de compléter ces
voies par ’apport de nouveaux genes observés différentiellement exprimés en RNA-seq
(Table 2). Cette analyse a d’autre part mis en évidence deux autres voies de signalisation
significativement dérégulées qui n’avaient pas ét¢ mises en évidences par I’approche RNA-
chip : I’arrét du cycle cellulaire et la survie cellulaire (Table 2). Ainsi, il apparait que dans les
tumeurs agressives, les voies liées a la progression du cycle cellulaire et a la prolifération sont
activées (score z: 2,13 a 3,01) alors que les voies liées a I’arrét du cycle cellulaire sont
inhibées (score z : -2,48 a -2,14). La dérégulation de ces voies s’explique au moins en partie
par la surexpression des génes AURKB, BUBIB* CCNA2, CCNBI1, CCNB2, CDKI, CDK2*
CDC20, CDC25B* CDC25C, CENPE, DBF4, KIAA0101, PLKI* et PTTG1 et par
I’inhibition de génes APC/C* BUB3* CDKNIB* CDKN2A* CDKN2B* et E2F6* (* génes
significativement dérégulés en RNA-seq uniquement ; Table 3). Il apparait que de nombreux
genes sont impliqués dans la voie d’activation du cycle cellulaire et de la survie. Cette analyse
confirme donc les résultats précédemment obtenus qui montraient une forte activation de la
prolifération. La « voie d’agressivité » a finalement ét¢ modifiée pour illustrer la dérégulation
des grandes voies mentionnées, et en particulier I’inactivation des voies liées a I’arrét du cycle
cellulaire et I’activation des voies impliquées dans la stimulation du cycle cellulaire (Figure

3).

87|Page



88|Page



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

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

Gene Refseq RNAseq RNACchip
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
cbCc20 NM_001255 14,67 0,0028 GE58880 -1,13 ns
CDC25B 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
coKl NM_001786 9,14 0,0001 GE63002 6,77 0,0026
NM_001798 1,68 0,0467 GE724134 -1,53 ns
cok2 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
KIAAD101 NM_001029989 1,10E+06 0,0012 GES7082 521 0,0017
NM_014736 5,19 0,0048
PTTG1 NM_004219 6,16 0,0025 GE565539 2,04 0,0106

Génes impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire et l'induction de la sénescence

Gene Refseq RNAseq RNACchip
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

Geénes impliqués dans la survie cellulaire*

. RNAseq RNAchip
Géne RefSeq
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

*Tous les génes de la survie cellulaire ne sont pas représents ici, seuls ceux ayant un lien direct avec la
prolifératin ont été représentés; En gras: les génes significativement dérégulés en RNA-seq uniquement; ns:
données non significatives (p >0, 05)
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Table 4 : Voies de signalisation significativement dérégulées dans les tumeurs malignes par
rapport aux tumeurs agressives

RNA-seq RNA-chip
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
Angiogenése** 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 caractére épithélial** 1,68E-13-1,89E-05| -3,11--2,12| Inhibé nd nd

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

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

Les genes surexprimés dans les carcinomes par rapport aux tumeurs non agressives sont
représentés en rouge, ceux sous-exprimes sont représentés en vert et les génes non différentiellement
exprimés sont en blanc. Les lignes pleines représentent des interactions directes et les pointillés des
interactions indirectes. Les relations inhibitrices sont représentées en bleu et les relations activatrices
en rouge.

.
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C. Ftude des genes dérégulés lors de la progression vers le

phénotype malin

Les variations d’expression des génes entre tumeurs malignes (n=3) et agressives (n=3) ont
¢été analysées malgré le peu de tumeurs disponibles car il nous semblait intéressant d’explorer
les variations existant entre ces deux phénotypes. Par conséquent, les résultats présentés sont
des résultats nécessitant une validation sur une plus large cohorte mais qui suggerent des
pistes d’analyse pour le futur. L analyse des variations d’expression entre tumeurs malignes et
tumeurs agressives par RNA-chip a révélé 847 geénes surexprimés et 971 génes sous-exprimés
avec une variation d’au moins 2 fois et une p-value < 0,05 dans les tumeurs malignes par
rapport aux tumeurs agressives. La méme analyse en RNA-seq a permis de sélectionner 1 436
genes différentiellement exprimés dont 1 036 sont surexprimés et 400 sont sous-exprimés.
Entre ces deux listes, 695 geénes sont communs, 740 sont interrogés par le RNA-chip
uniquement et 1 203 sont observés uniquement en RNA-seq. Parmi les 1 203 genes interrogés

en RNA-seq, 178 sont des ARNs non codants.

L’analyse fonctionnelle de ces données a permis de mettre en évidence cinq voies de
signalisation significativement activées et une voie significativement inhibée (Table 4). Parmi
ces six voies, quatre peuvent étre regroupées en un mécanisme impliqué dans le
développement métastatique (angiogenése ; invasion-migration-métastase ; EMT et maintien
du caractére épithélial). Il faut noter que la dérégulation des voies liées a ’EMT est mise en
évidence grace au RNA-seq uniquement. La dérégulation de ces voies s’explique par la
surexpression des geénes (ERBB2, NOTCH2, ZEB2, SNAI2, FOXC2, PRRXI, TCF3, VIM)
(Table 5). La dérégulation et ’interconnexion des principaux geénes sont illustrées dans une

voie appelée « voie d’invasion » dans la suite du manuscrit (Figure 4).
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Table 5 : Génes impliqués dans le contrdle de I’invasion significativement dérégulés dans les
tumeurs malignes par rapport aux tumeurs agressives.

. RNAseq RNAchip
Geéne RefSeq
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
NCAM1 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
PRRX1 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
7EB2 NM_014795 5,04 0,0063 GE53282 -1,23 ns
NR_033258 4,01 0,0282 X X X

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

A. Comparaison des techniques RNA-seq et RNA-chip

d’analyse du transcriptome

La comparaison des deux technologies (RNA-chip et RNA-seq) qui ont été utilisées
pour I’analyse du transcriptome des tumeurs hypophysaires a permis de mettre en évidence
que ces méthodes sont quasiment équivalentes en termes de nombre de geénes interrogés et de
résultats. En effet, la majorité des genes interrogés en commun par les deux méthodes est
cohérente pour la variation d’expression. La technique de séquencage apporte la précision en
terme de transcrit individuel ce que ne permet pas la technique RNA-chip qui interroge la
partie 3’ des transcrits, généralement commune a plusieurs isoformes d’épissage. Cette

spécificité est la principale source de différence entre les deux techniques.

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

agressif

L’analyse fonctionnelle des génes différentiellement exprimés entre tumeur agressives et

non agressives en séquencage ARN a tout d’abord confirmé que Dactivation de la

prolifération semble étre le mécanisme prépondérant dans la progression tumorale vers un
phénotype agressif. Cette observation moléculaire est cohérente avec les observations
cliniques et pathologiques. En effet, il est décrit que les tumeurs agressives (grades 2b et 3)
présentent généralement un nombre significativement plus élevé de mitoses, ainsi qu’un
marquage Ki-67 (marqueur de prolifération) trés supérieur a ce qui peut étre observé dans les
tumeurs non-agressives (grade 1 et 2a). Cette activation de la prolifération semble étre li¢e a
la surexpression de geénes clés favorisant dans la transition G1/S (CDK1, CDK2, CDC25B/C,
E2F2), la progression de la phase S ainsi que transition S/G2 (DBF4, KIAA0101, CCNA?2),
la transition G2/M (CCNBI1, CCNB2, CDC25B/C, AURKB) ainsi que la progression de la
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Figure 5 : Role de la prolifération et de I’invasion dans la progression tumorale des tumeurs

hypophysaires a prolactine humaine

En rouge : génes surexprimés ; en vert génes sous-exprimés
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mitose (AURKB, CDC20, BUBIB, CENPE, PTTGI) mais également par I’inhibition de geénes
impliqués dans les points de controle du cycle cellulaire (CDKNIB, CDKN2A4, PLKI,
APC/C, BUB3) (Bertoli et al 2013, Hochegger et al 2008). L’ensemble de ces genes, ou au

moins un grande partie, est régulé au niveau transcriptionnel par les membres du complexe
E2F, et notamment E2F2, lui-méme surexprimé dans les tumeurs agressives par rapport aux
tumeurs non-agressives. Ainsi la surexpression de ce géne contribue probablement fortement

a I’activation aberrante du cycle cellulaire que 1’on observe dans les tumeurs agressives.

CONCLUSION

La prolifération aberrante des cellules, par P’activation du cycle cellulaire et la
perturbation des mécanismes de controle, et notamment d’arrét du cycle cellulaire,
semble étre le mécanisme prépondérant permettant la progression des tumeurs

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

C. Mise en évidence de mécanismes li€s a la progression
métastatique dans les tumeurs hypophysaires a

prolactine malignes

L’analyse des genes dérégulés spécifiquement dans les tumeurs malignes a mis en
évidence la surexpression de facteurs de transcription décris dans le processus de

transition épithélio-mésenchymateuse (ZEB2, SNAI2, FOXC2, PRRXI, TCF3) (pour revue :

(Yang and Weinberg 2008) (De Craene and Berx 2013), ainsi que de génes impliqués dans
Pactivation de ce processus (7GF5, NOTCH2, ERBB2, EGFR)(Bailey et al 2007, De Craene
and Berx 2013, Katsuno et al 2013, Yang and Weinberg 2008). De plus, il est possible

d’observer la surexpression d’enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice
extracellulaire favorisant la migration et 1’invasion (MMPI11, MMP14, MMP19, MMP2,
MMP28) ((Egeblad and Werb 2002, Radisky and Radisky 2010). Il est également possible

d’observer la surexpression du marqueur du phénotype mésenchymateux VIM1I, néanmoins
aucun marqueur classique de cellule épithéliale n’est observé sous-exprimé. Seul NCAMI,

une protéine d’adhésion est sous-exprimée. Cette observation suggere que 1) le processus
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d’EMT est incomplet ou 2) le processus d’EMT ne touche pas la majorité¢ des cellules

composant la tumeur.

La transition épithélio-mésenchymateuse est décrite comme un mécanisme permettant le
passage de quelques clones de la tumeur primaire dans le sang, permettant ainsi la
dissémination métastatique. Par conséquent il est possible que seules quelques cellules
subissent le processus complet d’EMT, expliquant alors pourquoi peu de marqueurs sont

observés dérégulés lors de ’analyse de la tumeur primaire.

CONCLUSION

Bien que la prolifération aberrante des cellules soit toujours active dans les tumeurs
malignes, I’analyse des données issues du RNA-seq suggére que ID’activation des
processus de dissémination métastatique notamment via PEMT soit le mécanisme
principal impliqué dans la progression des tumeurs hypophysaires du phénotype

agressif vers le phénotype malin (Figure 5).
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PARTIE 2 . Efude Des Altérations
Chromosomiques Des Tumeurs
Hypophysaires A Prolactine

99 |Page



Table 6 : Altérations chromosomiques mises en évidence par différentes études dans les
tumeurs hypophysaires
Sont représentées en rouge les gains et en bleu les pertes également observés dans notre étude.

Nombre de tumeurs Méthode Gains Pertes Référence
33 tumeurs
12 GH, 2 GH/PRL, 6 PRL FISH Triomie chrl2 dans 5 tumeurs Tanaka C 1998

27TSH, 1ACTH, 1 NF

X (35%); 49 (22%); 5q (22%); 13q;

23 tumeurs NF CGH 18, 17: 9: 1q; 8p; 160; 20q 18 (17%); 17 (9%); 13 (4%) Daniely M 1998
12 tumeurs CGH 1q; 7q 13q; 1p; 2; 11 Harada K 1999
2 GH; 1 PRL; 9 NF
3;7;9q; 14q; 17q; 19q; 20q; 6p;
38 tumeurs 12q; 22q 13q; 1p; Xq
26 NF, 6 GH, 3 PRL, CGH Fan X 2001
1ACTH, 1FSH, 1 FSH/LH PRL: 3; 5; 6q; 7; 9q; 11; 14q. 16; 18; PRL: 13q14-q31

19; 20

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

1q; 12q; 15q; 22q; 9; 14 Récurrence (PRL):
8tumeurs primaires + 1p; 2; 1p; 4; 8q; 10; 11; 16
récurrences CGH Récurrences (PRL): Rickert C 2001
3 PRL; 4GH; 1 NF 4q; 5q; 13q; 4p; 1q; 12p; 5p; 9; 14 Récurrence (CGH): 8q; 9q; 10;
12q; 13

Récurrence (GH): 4q; 7
Récurrence (NF): 12q

PRL: 1q; 3p; 5; 6p11.2-21.3; 6q; 7p;
8; 12; 14q; 16; 20; 21q; 22q
CGH PRL: 1p; 10; 11q21-ter; 15q Rickert C 2001

4 carcinomes

2 ACTH, 2PRL
ACTH: 4;5; 7; 9; 12; 13q22-ter;
14q; 20; 22q13
X (32%); 19 (16%); 12 (8%); 7; 9; 4;
75 tumeurs 5; 6; 14; 16; 20; 3; 8; 13;Y; 1; 2; 15; 11(5,3%); 13 et 10 (4%)
10 GH; 5 PRL; 4 GH/PRL; 17;18; 21; 22 et 10 e

CGH Trautmann K 2001
1TSH; 5ACTH; 50 NF L.
PRL: aucune altération
PRL (1 seule tumeur): X

15 tumeurs 9q (53%); 19q (47%); 16p (40%);  4q; 59 et 13q (60%); 1p (53%);
3GH; 1 PRL; 1ACTH; CGH 17p; 19p; 20q 2q; 5p et 6q (47%); 8q; 11q; 12q;  Szymas J 2002
10 NF 18q; 6p

24 tumeurs . 4q; 17 et 19 (29%); 1p; 5et 20 1p (58%); 11p (46%); 17 (42%); o
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I. Introduction

Comme décrit dans I’introduction générale, I’instabilité génétique et en particulier les
altérations chromosomiques sont observées dans de trés nombreux cancers, et sont
considérées comme une altération universelle dans cette pathologie. De ce fait, I’instabilité
génétique est considérée comme un mécanisme clé dans le développement et la progression
tumorale induisant de nombreuses altérations de la fonction d’oncogeénes ou de genes

suppresseurs de tumeurs.

Les altérations des chromosomes et en particulier les variations du nombre de copies
chromosomiques dans les adénomes hypophysaires ont été explorées par différents groupes et
ont révélé une forte aneuploidie dans ces tumeurs ainsi que des altérations chromosomiques
récurrentes (Table 6). Néanmoins aucune de ces études n’a exploré le lien entre les altérations
chromosomiques, le grade tumoral ou I’impact fonctionnel de ces altérations sur I’expression
des genes touchés. Afin d’¢élucider le réle des altérations chromosomiques dans la progression
tumorale des tumeurs hypophysaires a prolactine, nous avons réalisé une étude comparative
de ces altérations entre des tumeurs non-agressives et agressives, a I’aide de la technique
d’hybridation génomique comparative. Les résultats ont ensuite été intégrés aux données
transcriptomiques des mémes tumeurs afin de mettre en évidence ’'impact des altérations
chromosomiques sur 1’expression des geénes. Dans un second temps nous avons réalisé la
méme analyse afin d’évaluer I'impact des altérations chromosomiques dans la progression

vers la malignité.

I1. Méthodes

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

Les puces Affymetrix « Genome Wide Human SNP Array 6.0 » ont été utilisées pour

analyser les variations du nombre de copies chromosomiques en utilisant le principe
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d’hybridation génomique comparative. Ces puces a ADN sont composées de 1,8 millions de
marqueurs génétiques comprenant 906 600 sondes permettant d’interroger des SNPs
(Polymorphisme d’un Seul Nucléotide) connus et les variations du nombre de copies et

946 000 autres sondes permettant d’interroger les variations du nombre de copies.

L’hybridation génomique comparative est basée la comparaison du signal des sondes entre
les échantillons et le ou les contrdles. Dans notre cas, les contrdles hybridés sont I’ADN de
référence n°103 d’Affymetrix et ’ADN issu d’une hypophyse normale. Nous avons
également utilisés les 270 échantillons HapMap (analyse informatique). Quand le signal des
sondes augmente dans 1’échantillon par rapport aux contrdles, cela signifie que le nombre de
copies chromosomiques augmente, et inversement quand le signal diminue il signifie une
perte de copie chromosomique. Ainsi, 1’analyse de I’ensemble des sondes de la puce permet

d’identifier les gains et les pertes de copies dans les échantillons.

Pour I’analyse nous avons utilisé le logiciel Partek Genomics Suite (Partek Inc, St Louis,
MO, USA) qui utilise un algorithme de segmentation. Les régions avec un nombre de copies
supérieur a 2,7 sont considérées comme des gains et les régions avec un nombre de copie

inférieur a 1,3 sont considérées comme perdues.

B. Echantillons tumoraux

Les échantillons tumoraux analysés dans cette partie sont en gras dans la Table 1 ci-contre.
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Figure 6 : Nombre moven d’altérations (gains et pertes) dans les tumeurs agressives en
fonction de leurs tailles.

Le nombre d’altération moyen par groupe a été évalué et classé en fonction de la taille des
altérations identifiées (kb = kilobase). Graphe 1: Nombre moyen d’altérations dans les tumeurs
agressives (rouge) et non agressives (bleu). Graphe 2 : Nombre moyen d’amplifications par groupe.
Graphe 3 : Nombre moyens de délétions (perte d’une copie allélique) par groupe. * p-value (t-test) <
0,01
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III. Résultats

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

prolactine

Dans cette étude nous avons exploré les altérations chromosomiques dans les tumeurs
hypophysaires a prolactine a 1’échelle du génome entier grace a la technique de CGH
(Comparative Genomic Hybridization). Nous avons comparé les profils obtenus entre les
tumeurs agressives et les tumeurs non-agressives afin de mettre en évidence les variations du
nombre de copies (CNV) potentiellement impliquées dans la progression vers un phénotype

agressif et/ou malin.

Dans un premier temps nous avons dénombré le nombre total d’altérations dans chacune
des tumeurs de I’étude (6 tumeurs agressives et 7 tumeurs non agressives). Il apparait que le
nombre d’altérations de plus de 10 kilobases est significativement plus ¢élevé dans les tumeurs
agressives. Ceci est particuliérement observé pour les pertes alléliques (Figure 6). Nous
avons également pu mettre en évidence 1) la présence de nombreuses altérations touchant
souvent le chromosome en entier dans toutes les tumeurs excepté une tumeur agressive
(échantillon n°6) ; 2) I’absence d’altération commune a toutes les tumeurs du groupe non-
agressif ainsi que 1’absence d’altération commune a 1’ensemble des tumeurs non-agressives et
agressives ; 3) une altération commune a toutes les tumeurs agressives (excepté tumeur n°6 ne
présentant aucune altération chromosomique) et enfin 4) deux altérations communes aux

tumeurs malignes.
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Figure 7 : Mise en évidence d’une altération spécifique aux tumeurs agressives avant un
impact sur ’expression des génes touché

(A) Les pertes de copies sont indiquées en bleu et les gains sont en rouges. (B) Comparaison des
niveaux d’expression des geénes dans la région chrllp altérée et deux autres régions ne présentant
aucune altération.

A B

2 34 5 6 78 9 10 1112 13 NP cont103

b - " 1 down vs. NA
W up v, NA

s

che, 11p (15 -47 Mbg) chr 2p{ 27 - 80 Mibp) che 21q (14 -37 Mbg)

T T

1 o

[ O O [ T 1 O Y Y Commen 11p lost region Unaltered regions

NA

1"

I_II_II
A

Figure 8 : Les génes sous-exprimés suite a la perte d’un alléle sur le chrllp sont impliqués
dans la répression de la prolifération
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B. Etude de 'impact de I’altération commune aux tumeurs
agressives sur le transcriptome et implication dans la

progression tumorale

Les tumeurs agressives présentent une perte de copie allélique dans le bras p du
chromosome 11 (Figure 7A). Nous avons montré que cette altération a un impact
fonctionnel sur I’expression des génes touchés, avec un enrichissement significatif en génes
sous-exprimés dans cette région par rapport au reste du génome (Figure 7B). L’étude des
genes ainsi dérégulés nous a permis de mettre en évidence cing génes qui semblent associés a
la dérégulation du cycle cellulaire (HTATIP2, DGKZ, GTF2H1, CD44 et TSG101) avec un

lien fonctionnel a la « voie d’agressivité » (Figure 8).

Les résultats détaillés sont présentés dans I’Article 1 présenté

en Annexe 1.
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Figure 9 : Corrélation entre variation du nombre de copie chromosomique et transcriptome.

(A) Les pertes de copies sont indiquées en bleus et les gains en rouge. La région communément
amplifiée dans la région chrl1q est encadrée et rouge, de méme pour la région perdue dans le chrllq.
(B) Les profils d’expression des génes contenus dans ces régions ont été analysés entre tumeurs
malignes et agressives et comparés aux profils d’expression de deux régions non altérées.
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Table 7 : Génes dérégulés par le gain 1q ou la perte 11g et présentant un lien avec la voie
d’invasion
. RNAseq RNAchip
Géne RefSeq Chromosome
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 11qg 4,17 0,00904 GE57438 2,66 ns
NCAML NM_000615 11 -3,70 0,00333 GE85957 -6,44 ns
NM_001076682 -5,71 0,04148 X X X

ns: données non significatives (p >0, 05)
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C. Etude de 'impact des altérations communes aux
tumeurs malignes sur le transcriptome et implication

dans la progression tumorale.

Nous nous sommes intéressés aux altérations moléculaires impliquées dans la progression
vers le phénotype malin. Ces tumeurs étant tres rares, seul un trés petit nombre de carcinomes
a pu étre comparé aux tumeurs agressives (carcinomes n=3; tumeurs agressives sans
métastase n=3). L’analyse des variations du nombre de copie dans les carcinomes par rapport
aux tumeurs agressives sans métastases a ¢été réalisée a partir des données de CGH
(Comparative Genomic Hybridization) présentées précédemment et selon la méme méthode.
Les altérations chromosomiques ont ensuite été comparées aux niveaux d’expression des

genes touchés.

La comparaison des variations du nombre de copie chromosomique entre les 3 tumeurs
malignes et les 3 tumeurs agressives a permis de mettre en évidence deux régions altérées
spécifiquement dans ces carcinomes. Il s’agit d’un gain d’une région du bras q du
chromosome 1 ainsi qu’une perte dans le bras q du chromosome 11. Le gain de copie dans le
chromosome 1 s’étend sur 7,08 Mb (198,37 Mb a 205,45Mb), touche la cytobande 1q32.1 et
contient 62 génes codants. La perte de copie dans le chromosome 11q s’étend sur 24,6 Mb
(109,5 Mb — 134,1 Mb) et touche les cytobandes q23.1, q23.2, q23.3, q24.1, q24.2, q24.3 et
q25. Cette région contient 172 génes codants (Figure 9A).

Afin d’analyser I’'impact des variations du nombre d’all¢les sur le niveau d’expression des
genes, les changements d’expression entre tumeurs malignes et tumeurs agressives ont été
intégrés aux données de CGH. L’analyse spécifique des génes inclus dans la région 1q
amplifiée a révélé que 9 % des transcrits sont surexprimés et aucun n’est sous-exprimé, alors
que dans la région 11q présentant une seule copie, 5,7 % des transcrits sont sous-exprimés et
1,1 % sont surexprimés dans les carcinomes par rapport aux tumeurs agressives. Ces valeurs
ont ét¢ comparées a des régions chromosomiques non altérées [2p et 21q — méme régions que
dans 1’¢étude précédente] présentant respectivement 3,2 % et 2,8 % de transcrits augmentés et
1,8 % et 0 % de transcrits diminués. Par conséquent, il est possible d’observer que la région
1q amplifiée est enrichie en géne surexprimeés tandis que la région 11q est enrichie en géne

sous-exprimés (Figure 9B).
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Figure 10 : Liens des génes dérégulés suite au gain 1q ou a la perte 11p a la voie d’invasion

Les génes surexprimés dans les tumeurs malignes par rapport aux tumeurs non agressives sont
représentés en rouge, ceux sous-exprimes sont représentés en vert et les génes non différentiellement
exprimés sont en blanc. Les lignes pleines représentent des interactions directes et les pointillés des
interactions indirectes. Les relations inhibitrices sont représentées en bleu et les relations activatrices
en rouge. Les génes dérégulés suite aux altérations de I’ADN spécifique des tueurs malignes sont
marqués par une étoile.
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L’analyse fonctionnelle des genes différentiellement exprimés localisés dans les régions
altérées a 1’aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis a permis de révéler que cinq d’entre
eux CHI3L1, CRYAB, FMOD, HSPB2, NCAM1I (Table 7) sont reli¢s a la voie de I’invasion

spécifiquement activées dans les tumeurs malignes (Figures 10).
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IV. Discussion

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

agressif

Tout d’abord nous avons pu observer que les tumeurs agressives présentent
significativement plus d’altérations chromosomiques que les tumeurs non-agressives
suggérant une augmentation de 1’instabilité chromosomique au cours de la progression
tumorale. Une seule exception a été relevée, il s’agit de la tumeur agressive n°6 qui ne

présente aucune altération.

Nous n’avons mis en évidence aucune altération commune a ’ensemble des tumeurs non
agressives et agressives, par contre nous avons mis évidence une altération (perte chrllp)
spécifique des tumeurs agressives. Cette altération a déja été¢ observée de fagon récurrente
dans les tumeurs hypophysaires, y compris des prolactinomes avec récidive post-opératoire

par plusieurs études (Table 6 p98).

La perte du chromosome 11p diminue fortement le niveau d’expression des geénes inclus
dans la région altérée et en particulier I’expression de cinq genes candidats (7SGI0],
HTATIP2, GTF2HI, DGKZ et CD44) fonctionnellement reliés a la voie d’agressivité et

présentant une activité de génes suppresseurs de tumeurs.

CONCLUSION

Dans le contexte de progression tumorale, il semble que I’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 modéle 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 ’association entre les altérations 11p et I’agressivité tumorale.
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B. Implication des altérations des chromosomes 1q et 11q

dans la progression vers la malignité

L’analyse des variations du nombre de copies chromosomique nous a permis de mettre en
¢vidence deux altérations spécifiques des tumeurs hypophysaires a prolactine malignes. Ces
deux altérations sont un gain localisé¢ dans le bras q du chromosome 1 et une perte localisée
dans le bras q du chromosome 11. Ces deux types d’altérations ont été observés dans

différentes tumeurs hypophysaires, notamment des tumeurs a prolactine (Table 6 page 98).

L’intégration de ces données avec les données du transcriptome a permis de montrer que
ces deux altérations ont un impact fonctionnel sur I’expression des genes localisés dans ces
régions avec un enrichissement en transcrits surexprimés dans les tumeurs malignes par
rapport aux tumeurs agressives pour le gain dans le chrlq et un enrichissement en transcrits
sous-exprimés dans la région 11q. La perte du bras p du chromosome 11 a été observée dans
des carcinomes de la peau (Huang et al 2007) ou encore des neuroblastomes (Luttikhuis et al
2001). De méme [Damplification de la région chrlq32.1 a été observée dans des

hépatoblastomes (Arai et al 2010) et des méningiomes (Jansen et al 2012).

L’analyse fonctionnelle des genes altérés dans ces régions a révélé un lien entre les geénes
FMOD, CHI3L1, HSPB2, CRYAB, NCAMI et la voie d’invasion spécifiquement activés dans

les tumeurs malignes.

CHI3LI code pour une glycoprotéine qui a été montrée surexprimée dans les gliomes
(Nishikawa and Millis 2003) et est un marqueur de mauvais pronostic dans les carcinomes
hépatiques (Pan et al 2013). De plus la diminution de CHI3L1 par siRNA induit une
diminution de I’invasion notamment par la diminution de I’activit¢ des MMPs (Ku et al 2011)
suggérant que ce gene stimule le remodelage de la matrice extracellulaire, favorisant ainsi

I’invasion.

FMOD code pour une protéine de la matrice extracellulaire de la famille des
protéoglycanes. Ce gene a été montré augmenté dans les leucémies (Choudhury et al 2010) et
notamment dans des tumeurs résistantes au traitement induisant des dommages a I’ADN
(Vallat et al 2003). De plus ce gene apparait €tre impliqué dans une boucle de rétrocontrdle du
niveau de TGFB1 car il est induit par ce dernier (Lee and Schiemann 2011) et est également

capable de le séquestrer dans la matrice extracellulaire (Levens et al 2005). Ces deux génes

115|Page



116 |[Page



sont localisés sur le chromosome 1q et sont surexprimés dans les carcinomes par rapport aux

tumeurs agressives.

NCAM]I, sous-exprim¢ dans les carcinomes comparés aux tumeurs agressives, code pour
une protéine d’adhésion de la famille des immunoglobulines. Il a ét¢ montré que la sous-
expression de NCAM1 dans les neuroblastomes est de mauvais pronostic en particulier quand
elle est concomitante a une absence d’amplification de MYCN (Korja et al 2009). Ce geéne est
impliqué dans la régulation de la motilité cellulaire, en effet il a ét¢é montré qu’une
surexpression de ce geéne inhibe la migration des cellules de gliomes probablement par
I’interaction avec les héparines de la matrice extracellulaire (Prag et al 2002). Il a également
été montré que la diminution de NCAM1 dans des cellules résistantes a certains traitements
anti-cancer permet une invasion et une dissémination accrues (Blaheta et al 2006). Enfin,
I’inhibition de la liaison homophile de NCAMI1 par 1’ajout post-traductionnel d’acide sialique
(PSA-NCAMI) est observé augmenté¢ dans les tumeurs hypophysaires agressives de I’homme

(Trouillas et al 2003).

Les geénes HSPB2 et CRYAB sont surexprimés dans les tumeurs malignes par rapport aux
tumeurs agressives malgré la perte d’un allele. Il est intéressant de remarquer que ces genes
partagent la méme région promotrice qui se trouve €tre totalement non méthylée. HSPB2 code
pour une « heat shock protein » impliquée dans I’inhibition de 1’apoptose via 1’inhibition des
caspases 3, 8 et 10 (Oshita et al 2010) mais également dans la stimulation de ’EMT pour le
maintien d’un phénotype de cellule souche cancéreuse dans le cancer du sein (Wei et al
2011). CRYAB code également pour une « heat shock protein » qui a été montrée surexprimée
dans les tumeurs résistantes aux drogues induisant des dommages a I’ADN (Wittig et al 2002)
ainsi qu’aux drogues anti-VEGF par ’augmentation intracrine du niveau de VEGF (Ruan et
al 2011). De plus, des niveaux ¢€levés de ce géne sont marqueurs de mauvais pronostic dans
les cancers du cou et de la téte (Chin et al 2005) et dans les cancers de I’ovaire (Volkmann et

al 2013).
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CONCLUSION

Toutes ces données suggérent que la dérégulation des genes FMOD, CHI3L1, HSPB2,
CRYAB, et NCAMI1 peut expliquer, au moins en partie, ’activation de I’invasion
observée dans les tumeurs malignes. Ceci révele 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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PARTIE 3 . Etude Des Mutations
Somatiques Des Tumeurs Hypophysaires A
Prolactine
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I. Introduction

L’¢tude des mutations ponctuelles permet de mettre en évidence les variants génétiques
existant dans un individu par rapport a un autre. Ces variants peuvent étre somatiques
(présents uniquement dans la tumeur/tissu sain) ou bien constitutifs (présents dans le génome
de I’individu) et étre associés a une susceptibilit¢ de 1’individu pour la pathologie donnée.
Comme les mutations ont longtemps ¢€té considérées comme « driver » de la cancérogenese,

de trés nombreuses mutations ont été mises en évidence mais trés peu sont récurrentes.

L’évaluation des polymorphismes a longtemps été limitée a 1’utilisation de puces a ADN
dédiées qui nécessitent de connaitre la séquence avant 1’é¢tude et n’interrogent que les
polymorphismes connus (HapMap). Récemment le développement des technologies de
séquencage a haut débit a entrainé un changement de stratégie pour I’analyse des mutations, et
I’une des méthodes les plus populaires consiste a réaliser la séquence de I’ADN enrichie en
exons (Exome-seq). Plus récemment, le séquengage ARN (utilisé quasiment uniquement a des
fins d’analyse de I’expression des geénes) a été utilisé pour analyser les polymorphismes et
autres mutations ponctuelles directement dans la séquence des geénes exprimés (Chepelev et al
2009, Cirulli and Goldstein 2010, Peng et al 2012, Quinn et al 2013). Ces ¢tudes montrent que
I’analyse des mutations a partir du séquencage ARN donne des résultats proches de ceux
obtenus a partir de séquencage ADN a condition que la profondeur de séquencage soit
suffisante (au moins 10X). Seule une de ces études met en évidence un niveau important
d’éditing des ARNs, pouvant surestimer le nombre de polymorphismes (Peng et al 2012).
Afin d’évaluer I'impact des mutations dans la progression tumorale des prolactinomes
humains nous avons utilisé¢ les données de séquengage ARN et recherché les mutations
communes et spécifiques aux tumeurs agressives et/ou aux tumeurs malignes par rapport aux

hypophyses normales (n=2) et a la séquence du génome de référence (Hg19).
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Les échantillons utilisés pour les analyses globales dans cette partie sont représentés en gras
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I1. Méthodes

A. Analyse des mutations

L’analyse des mutations présentes dans la séquence des ARNs a été réalisée a 1’aide de
I’algorithme SAMtools v 0.1.17 avec I’outil mpileup. Cet outil identifie les changements de
base, les petites insertions et délétions (IndDel) dans les ARNs par rapport a la séquence de
référence en interrogeant chaque position et en la comparant entre la séquence ARN et la
séquence de référence (Li H. et al 2009). Les données de mutations ne sont considérées que
pour les bases séquencées au moins 10X avec une valeur de qualité¢ des bases (Qscore)

supérieure a 20.

B. Bases de données prédictives de ’effet des mutations sur

la structure et 1a fonction des protéines

Une fois les variants (SNP et InDels) détectés, ils sont annotées et leurs effets sur les

séquences protéiques sont prédits avec le logiciel snpEff (Cingolani et al 2012).

Ensuite, les algorithmes PolyPhen2, SIFT et SNP3Ds (Adzhubei et al 2010, Ng and
Henikoff 2001, Yue et al 2006) ont été utilisés pour estimer l’effet des mutations non
synonymes sur la structure et la fonction des protéines. Ces algorithmes évaluent 1’impact
d’une substitution d’acide aminé en fonction de la conservation de la séquence protéique entre
les espéces, la conservation de I’acide aminé touché par rapport au reste de la s€quence et la
localisation de 1’acide aminé dans la séquence protéique (domaines fonctionnels, domaines

importants pour la structure protéique) quand les données sont disponibles.

Polyphen?2 : résultats sous la forme d’une interprétation accompagnée d’un score entre 0 et
1. Plus le score est proche de 1 plus la substitution est prédite comme délétere. SIFT : les
substitutions avec un score inférieur a 0,05 sont considérées comme délétéres. Sinon, si le

score est supérieur a 0,05, les substitutions n’ont pas d’effet sur la fonction de la protéine
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Figure 12 : Analyse globale du nombre de mutations dans les tumeurs hypophysaires a
prolactine

A) Nombre total de mutations dans les tumeurs hypophysaires a prolactine non agressives (NA) et
agressives (A). B) Nombre de mutations non silencieuses dans chaque tumeur. C) Variation du
nombre de mutations totale ou non silencieuses entre les deux groupes tumoraux (A et NA) calculé sur
la médiane de chaque groupe. Le nombre total de mutations est significativement plus élevé dans les
tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives (FC : 1,56, p (t-test) =0,0003).
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SNP3Ds : résultats sous la forme d’un score positif (pas d’impact) ou négatif (délétere). La

signifiance de la prédiction est meilleure pour un score supérieur a 0,5 ou inférieur a -0,5.

C. Visualisation des variants d’épissage

Le logiciel en ligne Integrated Genome Viewer (IGV) a été utilisé pour visualiser les
liaisons entre exon qui ont ¢té analysé€es par les algorithmes TopHat et CuffLinks afin de

mettre en évidence I’impact des mutations dans les sites donneurs et accepteurs d’épissage.

D. Echantillons tumoraux

Les échantillons tumoraux utilisés pour les analyses réalisées ici sont en gras dans la Table

III. Résultats

A. Analyse globale des mutations ponctuelles a partir du

séquencage ARN

Les mutations ponctuelles ont été recherchées dans 5 tumeurs non agressives, 5 tumeurs
agressives et deux hypophyses normales. Les mutations présentes a la fois dans une ou
plusieurs tumeurs et une hypophyse normale ont été éliminées. Le nombre total de mutations
dans chaque tumeur a été calculé¢ ainsi que le nombre de mutations non silencieuses
(mutations ayant potentiellement un impact sur la séquence protéique) (Figure 12). Il apparait
alors que les mutations silencieuses représentent environ 80 % de la totalité des mutations.
Cette observation n’est pas surprenante dans la mesure ou les mutations silencieuses n’ayant
aucun impact biologique sur la fonction des genes ne sont pas soumises a une sélection. Cette
analyse révele également que le nombre total de mutations est significativement plus élevé
dans les tumeurs agressives que dans les tumeurs non agressives (FC: 1,56, p (t-test)

=0,0003). Cette relation n’est plus observée lorsque 1’on ne
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Figure 13 : Transitions, Transversions, Insertion/Délétions

A) Nombre total de transitions, transversions, et insertion/délétion (indel) dans les tumeurs
hypophysaires a prolactine non agressives (NA) et agressives (A). B) Nombre de transitions,
transversions, et insertion/délétion (indel) non silencieuses dans chaque tumeur. C) Variation du
nombre de transitions, transversions, et insertion/délétion (indel) totales ou non silencieuses entre les
deux groupes tumoraux (A et NA) calculé sur la médiane de chaque groupe. Le nombre total de
mutations est significativement plus élevé dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non

agressives (p (t-test) < 0,0005).
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considere que les mutations non silencieuses (Figure 12). Ceci semble refléter une instabilité
génétique globalement plus ¢élevée dans les tumeurs agressives. Le fait que le nombre de
mutations non silencieuses ne soit pas plus élevé dans les tumeurs agressives par rapport aux
tumeurs non-agressives suggeére que ce mécanisme n’est pas nécessairement impliqué dans la

progression tumorale vers un phénotype agressif.

Dans un second temps nous avons évalué¢ le type de mutations observées (transition,
transversion, insertion/délétion). Il apparait que les transitions représentent les mutations les
plus fréquentes et les insertions/délétions (indels) les altérations les plus rares (Figure 13). De
facon non surprenante, le nombre de chacune de ces altérations est significativement plus
¢levé dans les tumeurs agressives que dans les tumeurs non agressives, reflétant 1’observation
précédente. Encore une fois ce nombre n’est pas significativement différent lorsque 1’on
considére uniquement les altérations non silencieuses (Figure 13). Cependant, la tumeur
présentant le plus grand nombre de transitions non synonymes est la tumeur agressive n°6 qui

de facon intéressante ne présente aucune altération du nombre de copies.

B. Etude des mutations ponctuelles impliquées dans la

progression vers le phénotype agressif

Nous avons exploré le role éventuel des mutations ponctuelles dans la progression vers un
phénotype agressif en sélectionnant les mutations communes et spécifiques a toutes les
tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives. Il apparait que trés peu de
mutations sont spécifiques et communes a toutes les tumeurs agressives : seuls 26 transcrits
présentent des mutations répondant a ces critéres dont 25 portent des mutations silencieuses et
un seul une mutation située dans un site donneur d’épissage du géne MRPS34 (Table 8). La

mutation de ce site n’a pas d’effet notable sur I’épissage de I’ARN.
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Table 8 : Liste des mutations spécifiques des tumeurs hypophysaires a prolactine agressives

Jaune : mutation dans un 3’UTR ou un 5°’UTR ; Bleu : mutation silencieuse ; Rose : mutation dans
un site d’épissage

Table 9

Position Ref:Mut| Fréquence RefSeq Symbole NA | A |
9(27(23|/8|7|6|2|1]|3]|4

chr2:70995129 | G:A 1,0 [ NM_001185054 | ADD2 w
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 MAPKS8IP3

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 TEKTAP2

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

: Liste des mutations non _silencieuses spécifiques des

carcinomes (tumeurs

hvpophysaires a prolactine malignes)

Rose: mutation dans un site d’épissage, Orange : mutation non silencieuse

Position Ref:Mut|Fréquence RefSeq Symbole A < Position Ref:Mut|Fréquence RefSeq Symbole A <
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 ATP50 chr12:86272348 | G:T 0,40 NM_006183 NTS -
chr2:74754066 AT 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 CT 1,00 NM_001042388 | PPP4R1
chr17:48263999 AT 1,00 NM_000088 COL1A1 chr18:9562042 cT 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 CT 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 CT 0,61 NM_014963 SBNO2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_004369 COL6A3 chr1:31902242 AT 0,64 NM_001199037 | SERINC2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_057166 COL6A3 chr1:31902242 AT 0,64 NM_001199038 | SERINC2
chr2:238244963 A:G 1,00 NM_057167 COL6A3 chr1:31902242 AT 0,64 NM_001199039 | SERINC2
chrX:153881525 G:C 1,00 NM_020994 CTAG2 chr1:31902242 AT 0,64 NM_018565 SERINC2
chrX:153881525 G:C 1,00 NM_172377 CTAG2 chr1:31902242 AT 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 AT 1,00 NM_000175 GPI chr4:1164277 C:G 1,00 NM_001199021 | SPON2
chr19:34857686 AT 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 cT 1,00 NM_052963 TOP1IMT
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 TA 0,68 NM_001553 IGFBP7 chr21:44273858 | G:A 0,50 NM_018669 WDR4
chrg8:145692340 A:C 0,71 NM_145754 KIFC2 chr21:44273858 | G:A 0,50 NM_033661 WDR4
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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 a

prolactine.

C. Etude des mutations ponctuelles impliquées dans la

progression vers le phénotype malin

Nous avons exploré le role éventuel des mutations ponctuelles dans la progression vers le
phénotype malin en sélectionnant les mutations communes et spécifiques a toutes les tumeurs
malignes par rapport aux tumeurs agressives. Nous avons ainsi relevé que 1 017 transcrits
portent une mutation silencieuse (non montré¢) et 62 transcrits portent une mutation non
silencieuse. Parmi ces 62 transcrits, 43 montrent une modification non silencieuse d’un

codon, 19 une mutation au niveau d’un site d’épissage (Table 9).

1. Prédiction in silico de 'impact des mutations non silencieuses sur

la séquence protéique

L’impact des polymorphismes non silencieux relevés dans les 43 transcrits sur la séquence
protéique correspondante a été évalué a I’aide de 3 algorithmes prédictifs (SIFT ; PolyPhen,
SNP3D). Seules les mutations prédites comme délétéres ont été répertoriées dans la Table 10,
et seules les mutations prédites comme déléteres par au moins deux des trois algorithmes ont
¢té considérées. Il apparait que 3 transcrits (CDHII, HOMER et PLEKHG4B) portent une
mutation prédite comme ayant un impact négatif sur la protéine de fagon robuste par au moins
deux des algorithmes (Table 10). L’analyse transcriptomique entre tumeurs malignes et
agressives montre que ces transcrits ne sont pas différentiellement exprimés entre les deux

groupes tumoraux.
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Table 10: Listes des mutations spécifiques des tumeurs a prolactine malignes prédites comme
potentiellement délétéres par un des trois algorithmes.

Les cellules violettes correspondent aux scores prédisant un impact négatif sur la structure, la
fonction ou la stabilité de la protéine correspondante.

Mutati
Position RefSeq Symbole Y aulon Domaine SIFT Polyphen2|SNP3D
Protéine
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

Figure 14 : Illustration de 1’épissage du géne NTS probablement lié a I’existence d’une
mutation dans le site donneur d’épissage de ’exon 3.

Cette figure montre de la présence d’une liaison entre les exons 2 et 4 entrainant un épissage de
I’exon 3 dans les carcinomes (C) et non dans les tumeurs agressives (A). La tumeur n°2 n’exprime pas
le géne. L’épissage de 1’exon 3 est probablement dil a la présence d’une mutation dans le site donneur
d’épissage de ce dernier (cadre rouge)

NTS

L
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2. FEtudes de I'impact des mutations sur ’épissage alternatif des ARNs

Afin d’analyser I’impact des mutations ponctuelles mises en évidence dans les sites
d’¢épissage sur la structure des ARNSs, les variants d’épissage des génes candidats ont été
visualisés en utilisant I’algorithme IGV. L’étude des variants a permis de mettre en évidence
une variation d’épissage dans ’ARNm du géne NTS. En effet il existe un lien entre les exons
2 et 4, entrainant I’épissage de I’exon 3 spécifiquement dans les tumeurs malignes, or comme
ces tumeurs possédent une mutation dans le site donneur de I’exon 3, cela doit probablement
entrainer une impossibilité a réaliser la liaison 3-4. La présence de ce variant (E1-E2-E4) n’est
pas prédominante par rapport au variant (E1-E2-E3-E4). Ceci est trés probablement di a la

fréquence de la mutation (40 % des lectures) qui n’est pas homozygote (Figure 14).

IV.  Discussion/Conclusion

A. RNA-seq et analyse des mutations somatiques

L’utilisation de la technique de séquengage ARN pour I’analyse des mutations et
relativement récente et peu d’études montrent sa spécificité et sa sensibilité chez ’homme.
Une étude compare la détection de SNP en RNA-seq et en DNA-seq et montre que la
spécificité du RNA-seq est de 89% pour une couverture de 10X. En termes de sensibilité 92%
des SNPs attendus sont identifiés. Cette étude conclue que le RNA-seq est une technique

efficace pour I’analyse des mutations dans les séquences codantes (Quinn et al 2013).

Les différentes études réalisées chez I’homme spécifient que la détection de mutations en

RNA-seq met en évidence moins de SNP que le DNA-seq puisque ne permet ’analyse que
des genes exprimés (Chepelev et al 2009, Cirulli and Goldstein 2010, Heap et al 2010).

En conclusion I’analyse des mutations dans le RNA-seq permet de mettre en évidence les
mutations dans les geénes exprimés tout en permettant d’analyser leurs impacts sur
I’expression ou 1’épissage alternatif, le tout pour un cotlit moins élevé que celui de 1’exome-

seq ou encore du DNA-seq génome entier.
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B. Mutations impliquées dans la progression vers le

phénotype malin

L’analyse des mutations ponctuelles spécifiques des tumeurs malignes a révélé quatre
genes (CDHI11, CHDH, HOMER3, PLEKHG4B) avec des mutations non silencieuses ayant
un potentiellement un effet délétere sur la structure et/ou la fonction des protéines
correspondantes. De plus, nous avons pu mettre en évidence une mutation dans un site

d’épissage ayant un effet sur I’épissage du gene NTS.

Parmi ces quatre genes, seul CDH11, codant pour la cadhérine 11, est significativement
associée au cancer. En effet, il a été montré que I’expression de CDHI1 est fréquemment
inactivée par méthylation de son promoteur (Carmona et al 2012, Li et al 2012). De plus
CDHI11 agit comme un suppresseur de tumeur en inhibant la migration et I’invasion
notamment par 1’inhibition de la voie AKT/RhoA (Carmona et al 2012, Delic et al 2012, Li et
al 2012). Le gene CDHII n’est pas différentiellement exprimé entre tumeurs malignes et
agressives dans notre étude. Cependant, nous avons identifi¢ une mutation dans le domaine
cadhérine n°3, prédite pour avoir un effet potentiellement délétere. Par conséquent, la

mutation du géne pourrait contribuer a son inactivation fonctionnelle.

Les fonctions des genes HOMER3 et PLEKHG4B sont mal décrites et leurs implications
dans les cancers sont peu claires. Seul le géne HOMER3 est décrit comme dérégulé dans la

leucémie AML ou il semble jouer un rdle anti-apoptotique (Li et al 2013).

Le géne NTS code pour un propeptide commun aux protéines neurotensine et neuromédine
N. Ce geéne a été montré surexprimé dans des adénomes hypophysaires a GH, PRL et ACTH
comparé a I’hypophyse normale et a des adénomes non fonctionnels (Giorgi et al 2008). Il a
¢été montré que la neurotensine est capable de stimuler la libération de dopamine lorsqu’elle

est injectée dans le ventricule cérébral (Pan et al 1992).

Il a également ét¢ montré que NTS est produit par les tissus cancéreux de codlon et de
pancréas et est capable de stimuler la prolifération a travers ses récepteurs (Wakabayashi-
Nakao et al 2012). De méme I’augmentation de I’expression de NTS dans le cancer
hépatocellulaire entraine une augmentation de 1’inflammation et de la transition épithélio-
mésenchymateuse (Yu et al 2013). Aucune donnée ne décrit d’épissage de ’ARN de ce geéne,
par conséquent il semble nécessaire d’explorer les effets de 1’épissage de I’exon 3 de ce geéne

sur sa fonction.
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CONCLUSION

De la méme maniére 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 suggérent néanmoins une implication
potentielle d’une mutation du géne CDHI11 dans le processus de transition épithélio-
mésenchymateuse (Figure 15). De facon 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 étre présente dans 100% des échantillons
d’un groupe) explique le petit nombre de mutations identifiées. Enfin, pour ces
dernieres, une confirmation sur un plus grand nombre d’échantillons et une analyse

mécanistique pour comprendre leurs effets biologiques paraissent indispensables.
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PARTIE 4 : Etude Des MicroARNs Des
Tumeurs Hypophysaires A Prolactine
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I. Infroduction

Les microARNs sont de petits ARNs non codants impliqués dans la régulation post-
transcriptionnelle de 1’expression des genes. Ces petits ARNs sont impliqués dans de trés
nombreux processus biologiques et sont trés souvent dérégulés dans les cancers. La
dérégulation de ces petits ARNs a un impact direct sur le niveau d’expression des genes qu’ils

controlent.

Dans les tumeurs hypophysaires, de nombreuses études se sont attachées a analyser les
changements d’expression des microARNs (Table 11). Les microARNs sont
différentiellement exprimés selon la taille tumorale, les sous-types d’adénomes
hypophysaires, les tumeurs traitées et non traitées, ainsi que les tumeurs résistantes aux
traitements. Néanmoins, le manque d’homogénéité dans les critéres de classification des
tumeurs hypophysaires entre les différentes études entraine des résultats trés variés d’une
¢tude a I’autre. De plus, par la comparaison des tumeurs au tissu normal, la plupart de ces
¢tudes sont focalisés sur le role des microARNs dans la tumorigénése et aucune sur le rdle des

microARNSs sur la progression vers le phénotype agressif des tumeurs a prolactine.

Afin d’apporter de nouveaux éléments concernant le rdle des microARNs dans la
progression vers le phénotype agressif et leur place au cours de la progression tumorale des
prolactinomes humains, nous avons réalisé une analyse globale des changements d’expression
des microARNs entre tumeurs a prolactine non-agressives et agressives puis intégrer ces
données a celles du transcriptome. Pour cela, nous avons recherché les cibles directes de ces
microARNs par une méta-analyse de la littérature et une analyse in silico a D’aide
d’algorithmes prédictifs des cibles puis nous avons évalué I’impact de ces changements sur
I’expression des geénes cibles. Enfin nous avons exploré les différents mécanismes
potentiellement a I’origine de la dérégulation de ces microARNs. Nous avons également

évalué le role des microARNSs dans la progression vers le phénotype malin.
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I1. Méthodes

A. Hybridation et analyse des puces microARN

Les puces Agilent Technologies « Human miRNA Microarray v3, 8x15k » sont basées sur

la version 12.0 de la base de données des microARNs Sanger miRbase (www.mirbase.org) et

permettent d’interroger 866 microARNs humains et 89 microARNs viraux. Le niveau
d’expression des microANRs est analysé en normalisant dans un premier temps le signal des
sondes par rapport aux controles internes puis a un échantillon contrdle (hypophyse normale
dans notre cas déposé sur chaque lame). Les ARNs sont traités selon le protocole fourni
« miRNA Microarray System with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit version 2.4

September 2011 » (disponible a : http://www.genomics.agilent.com). Le protocole de scan

des puces est le protocole automatique des scanners Agilent de Type C et les données ont été

extraites grace au programme « Agilent feature extraction 10.7 ».

L’analyse comparative des niveaux d’expression a été réalisée sur le logiciel Genespring

Software 7.0 (Agilent Technologies).

B. Bases de données microARNSs

La prédiction des cibles des microARNs a été réalisée a 1’aide des bases de données
microcosm (http://www.microrna.org) et TargetScan (www.targetscan.org/). Seules les cibles
prédites par les deux bases de données ont été considérées dans ’analyse de 1’impact des

microARNSs sur la progression vers le phénotype agressif.

Dans le cas de I’analyse de I’impact des microARN sur la progression vers le phénotype
malin, nous n’avons pas utilisé la prédiction de cibles mais nous avons répertori¢ les cibles
connues des microARNs identifiés a ’aide de la base de données DIANA-LAB qui répertorie

les relations miRNA::mRNA mises en évidence dans la littérature.
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Figure 16 : Comparaison des techniques miRNA-chip et TLDA

La comparaison des résultats d’analyse des microARNs différentiellement exprimés par les deux
méthodes montrent 14 microARNs différentiellement exprimés en puce et 20 en qRT-PCR TLDA.
Douze microARNSs sont interrogés en commun par ces deux méthodes.

Agilent TLDA (Applied
Technologies Biosystem)
14 miRNA diff. 20 miRNA diff.

2

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

Les microARNs trouvés différenticllement régulés par une ou les deux techniques sont listés dans
cette table,

Agilent microarrays | TLDA (TaqMan)

miRNA ID

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 abs

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 abs
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
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C. Echantillons tumoraux

Les échantillons utilisés dans cette étude sont en gras dans la Table 1.

III. Résultats

A. Analyse globale du miRNome a I’aide de deux

techniques

Pour I’analyse globale de la variation d’expression des microARNs dans les tumeurs
hypophysaires a prolactine, nous avons utilis¢ les puces Agilent Technologies « Human
miRNA Microarray v3, 8x15k » basée sur le marquage direct des microARNs avec un
fluorophore (cyanine 3). Cette puce, construite a partir de la version 12 de la miRbase permet
d’interroger 866 microARNs humains. Afin de valider les données issues de I’analyse des
microARNs a I’aide de ces puces, nous avons également utilisé les cartes micro-fluidiques
TagMan Low Density Array (TLDA) d’Applied Biosystems. Cette méthode est basée sur de
la RT-gPCR avec la technologie spécifique TagMan (Jiang et al 2005, Schmittgen et al 2008),

c’est-a-dire une rétro-transcription spécifique réalisée avec un primer en boucle.

L’analyse globale des variations d’expression des microARNs a ét¢ menée sur 4 tumeurs
agressives et 8 tumeurs non-agressives. Le facteur de variation a été calculé a partir de la

moyenne du signal des groupes et la signifiance des données a été évaluée par un test t.

L’analyse a partir des puces microARNs a permis de mettre en évidence 14 microARNs
significativement différentiellement exprimés entre les deux groupes tumoraux et I’analyse a
partir des cartes TLDA a permis de mettre en évidence 20 microARNs significativement

différentiellement régulés (Figure 16).

La comparaison de ces deux analyses montre que 12 des 14 microARNSs identifiés en puce
sont interrogés par les cartes TLDA et parmi ces 12 microARNs, 11 présentent la méme
variation d’expression et un est sous le seuil de détection (Ct > 34). Huit des microARNs

identifiés par les cartes TLDA ne sont pas trouvés significativement dérégulés
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Figure 17: Lien des microARNs dérégulés dans les tumeurs agressives par rapport aux
tumeurs non-agressives avec la voie de prolifération

Les geénes surexprimés dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives sont
représentés en rouge, ceux sous-exprimés sont représentés en vert et les génes non différentiellement
exprimés sont en blanc. Les lignes pleines représentent des interactions directes et les pointillés des
interactions indirectes. Les relations inhibitrices sont représentées en bleu et les relations activatrices
en rouge. Les microARNS et leurs cibles sont marqués par une étoile.
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par les puces Agilent (Table 12). Il apparait que les niveaux d’expression des sondes
interrogeant ces microARNs sont sous le bruit de fond pour certains échantillons, expliquant

que les variations ne soient pas significatives en puce.

B. Etude de 'implication de la dérégulation des microARNs

dans la progression tumorale vers le phénotype agressif

Nous avons ensuite recherché les cibles de ces microARNS, a la fois dans la littérature et
par 'utilisation d’algorithme de prédiction des cibles de microARN tels que Targetscan ou
encore Microcosm. L’analyse de la littérature a révélé que le miR-98 est impliqué dans la
régulation du géne E2F2 (Bhat-Nakshatri et al 2009), et le miR-744 cible I’ARNm du gene
TGFBI (Martin et al 2011). La seconde approche a permis de lister 541 cibles potentielles.

Afin de mettre en évidence les microARNs impliqués dans la progression vers un
phénotype agressif, trois critéres ont €té utilisés :1) le niveau d’expression du geéne cible doit
étre inversement corrélé a celui du microARN qui le cible, 2) le gene cible doit étre relié a la

« voie d’agressivité ».

Parmi les microARNs sous-exprimés dans les tumeurs agressives, trois microARNs
remplissent tous les critéres. En effet, les microARNs miR-98, miR-744 et miR-183 sont
reliés a la « voie de 1’agressivité » a travers leurs genes cibles, respectivement E2F2, TGFBI
(cibles connues) et KIAA0101 (nouvelle cible démontrée dans notre étude) qui eux sont

surexprimés dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non-agressives (Figure 17).

Nous avons pu montrer par des approches in vitro que le microARN miR-183 présente une
activité de géne suppresseur de tumeur, notamment en inhibant la progression du cycle
cellulaire. Enfin, nous avons pu montrer que le miR-183 est régulé par le facteur de

transcription E7S2 (Figure 17).

Les résultats détaillés sont présentés dans I’Article 2 présenté

en Annexe 2.
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Table 13 : Liste des microARNs différentiellement régulés dans les tumeurs malignes par
rapport aux tumeurs agressives

] Malignes vs Agressives Malignes vs Non agressive
miRNA ID
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-365 513 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
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C. FEtude de implication des microARNSs dans la

progression vers le phénotype malin

L’analyse des microARNs différentiellement régulés entre tumeurs malignes (n=2) et
tumeurs agressives (n=3) a 1’aide des cartes TLDA a mis en évidence 30 microARNs
différentiellement exprimés dont 25 surexprimés et 5 sous exprimés (Table 13). Nous
avons également vérifiés si les microARNs identifiés présentaient bien une dérégulation
significative par rapport aux tumeurs non agressives. Cette comparaison révele que 17

microARNs sont bien différentiellement exprimés (Table 13 ; en gras).

Afin de comprendre I’implication fonctionnelle de ces microARNs dans la progression
vers le phénotype malin, nous avons recherché par une méta-analyse de la littérature, les
microARNs montré comme impliqué dans les processus d’invasion, de migration, de
transition épithélio-mésenchymateuse ou encore de développement métastatique. Nous
n’avons sélectionné que les microARNs pour lesquels le mode d’action est défini par la
démonstration d’interaction directe avec sa cible. Par cette méthode nous avons mis en
¢vidence 6 microARNSs et 7 cibles connues impliquées dans la progression métastatique de
différents types de cancer (Table 14). Parmi ces couples, seuls les microARNs miR-106b
ciblant régulant le gene TGFBR2 et miR-200c régulant le géne ZEBI montre des variations
d’expression opposée. Ces deux génes sont liés a la voie d’invasion spécifiquement activée

dans les tumeurs hypophysaires malignes (Figure 18).

IV. Discussion/conclusion

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

L’analyse comparative des deux techniques réalisée montre que ces dernieres sont
robustes et aboutissent sensiblement aux mémes résultats. La technologie TagMan est plus
sensible pour détecter les microARNs trés faiblement exprimés. Ceci s’explique
probablement par la technique de RT utilisant des sondes spécifiques des microARNs

analysés, ce qui entraine un enrichissement virtuel de ces
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Table 14 : Liste des microARNs présentant une cible connue impliquée dans la régulation
de I’invasion, de la migration ou de la survie cellulaire

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 ChangY 2013
hsa-miR-9 10,70 | 0,00657 | CDH1 ns ns Li Ma 2010

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

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

Les génes surexprimés dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs non agressives sont
représentés en rouge, ceux sous-exprimés sont représentés en vert et les geénes non
différentiellement exprimés sont en blanc. Les lignes pleines représentent des interactions directes
et les pointillés des interactions indirectes. Les relations inhibitrices sont représentées en bleu et les
relations activatrices en rouge. Les microARNS et leurs cibles sont marqués par une étoile.

T

R AN =N

“% sunu_:__::// '. ; "" m+|e\ﬂ / e ~ '%)J /

miR-181a

vy “\

A~ Facteur de transcritpion O Complexe/Groupe/famille < 5 Peptidase Kinase
Facteur de croissance “”/ Enzyme Autre 517 microARN
Genes surexprimés Génes sous-exprimés

—> Relation Directe Inhibitrice =~ — Relation Directe Activatrice

----- - Relation Indirecte Inhibitrice ------»= Relation Indirecte Activatrice

154|Page



microANRs par rapport a la population totale. La technologie Agilent au contraire est
basée sur le marquage direct des ARNs a partir d’une faible quantit¢ d’ARN total (100 ng).
Les ARNs totaux marqués sont ensuite purifiés de fagon a ne sélectionner que les petits
ARNSs. Ceci peut donc expliquer la perte de sensibilité concernant les microARNs trés

faiblement exprimés.

Malgré cette perte de sensibilité la technique de puce semble plus intéressante du point
de vue de la quantité d’information par rapport aux cartes TLDA. En effet, le colt des
plaques est prohibitif pour une analyse du miRnome complet par rapport aux puces.

Cependant cette technique est intéressante pour une analyse globale sur de petites séries.

B. Rodle des microARNs au cours de la progression
tumorale des tumeurs hypophysaires a prolactine

humaine

Parmi les microARNs trouvés dérégulés dans notre étude, certains ont déja été observés
dans différents types fonctionnels de tumeurs hypophysaires (Table 11). Par exemple, le
microARN miR-23b a été observé sous-exprimé dans les adénomes non-fonctionnels
comparés au tissu normal, mais également surexprimé dans les adénomes somatotropes et
prolactiniques comparés au tissu normal (Bottoni et al 2007). Dans notre étude, le niveau
d’expression du miR-23b semble montrer également une expression de ce microARN plus
¢levée dans les tumeurs que dans le tissu normal. De la méme maniére, le miR-148a est
montré sous-exprimé dans les adénomes a prolactine et non fonctionnels par rapport au
tissu normal (Bottoni et al 2007), dans notre étude, le niveau d’expression de ce microARN
ne semble pas différent entre les tumeurs et le tissu normal. Néanmoins les comparaisons
tumeurs contre hypophyse normale dans notre étude sont purement indicatives dans la
mesure ou une seule hypophyse normale a été utilisée, a des fins de normalisation des
données. Il nous est donc impossible de comparer réellement nos résultats avec ceux des

études précédentes.

Enfin le miR-744 a été¢ observé sous-exprimé dans des macroadénomes comparés a des
microadénomes et sous-exprimé dans des adénomes traités comparés a des adénomes non

traités (Mao et al 2010). Dans notre étude, ce microARN est observé sous-exprimé dans
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les tumeurs agressives par rapport aux non agressives, ce qui s’avere étre en accord avec

les observations réalisées dans les autres études.

Le microARN miR-183 a été observé surexprimé dans des tumeurs hypophysaires
traitées comparées a des tumeurs non traitées (Mao et al 2010) suggérant que ce
microARN pourrait étre stimulé par un traitement anti-tumoral et donc avoir une action de
suppresseur de tumeur de ce microARN. Dans notre étude nous démontrons que le
microARN miR-183 a une activité antiproliférative sur les cellules HelLa et ZR-75-1,
suggérant fortement des propriétés de geéne suppresseur de tumeur, ce qui est en accord
avec I’étude de Mao et al. dans les tumeurs hypophysaires mais également dans d’autres
cancers. Il faut également noter que ce microARN a également été¢ observé surexprimé

dans certains cancers comparés aux tissus normaux correspondants (Table 15).

Nous avons démontré que le miR-183 est capable de réguler directement le niveau
d’expression du geéne KI4A0101, cible jusque-la inconnue de ce microARN. Le gene
KIAA0101 intervient dans le processus de duplication de ’ADN en se liant a PCNA
(Emanuele et al 2011) et est également capable d’inhiber 1’activation de p53 induite par les
dommages a I’ADN, ainsi que le régulateur du cycle cellulaire p21 (Yu et al 2001). II a été
démontré que KIAA0101 est fréquemment surexprimé dans les cancers et que son niveau
d’expression est corrélé avec le grade tumoral (Jain et al 2011, Kato et al 2012, Liu et al
2012, Yuan et al 2007). Enfin, la surexpression ectopique de ce geéne dans des fibroblastes
normaux entraine leur transformation et stimule leur prolifération (Hosokawa et al 2007).
Les propriétés oncogéniques de ce gene confirme donc le role de geéne suppresseur de

tumeur du miR-183.

CONCLUSION

D’apreés ces résultats, et en particulier d’apres la capacité des microARNs
identifiés a réguler des génes clés du cycle cellulaire de fagon 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-méme Dacquisition des altérations

chromosomiques mises en évidences précédemment.
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C. Rodle des microANRs dans la progression vers le

phénotype malin

La comparaison des tumeurs malignes (n=2) aux tumeurs agressives (n=3) a permis de
mettre en évidence 35 microARNs différentiellement régulés. Certains de ces microARNs
ont été observés différentiellement exprimés dans les tumeurs hypophysaires par rapport au

tissu normal la plupart du temps (Table 11).

Parmi les microARNs identifiés, neufs ont été reliés fonctionnellement au
développement métastatique dans d’autre type de tumeur notamment par ’activation des
capacités de migration ou d’invasion, [’activation de la transition ¢épithélio-
mésenchymateuse ou encore I’inhibition de I’apoptose (Figure 18). En particulier nous
avons pu observer une relation inverse d’expression entre le miR-200c et sa cible ZEBI et

le miR-106a et sa cible TGFBR?2.

Le microARN miR-200c, ainsi que les autres membres de la famille miR-200 sont
impliqués dans la répression des facteurs de transcription embryonnaire ZEBI et ZEB2,
participant ainsi a la répression de la transition épithélio-mésenchymateuse (Chen et al
2012, Magenta et al 2011, Park et al 2008, Renthal et al 2010). Il a également ét¢ montré
que ces deux facteurs de transcription sont capables de réprimer I’expression des
microARN de la famille miR-200, établissant ainsi une boucle de rétrocontrole négatif
(Hill et al 2013). De fagon surprenante, nous avons pu observer la sous-expression de
ZEBI et la surexpression de ZEB2 dans les tumeurs malignes par rapport aux tumeurs
agressives en méme temps que la surexpression de miR-200c. Cette observation suggere 1)
un mécanisme de compensation permettant I’activation de ZEB2 par d’autres voies, 2) une
interaction préférentielle entre miR-200c et sa cible ZEBI, 3) I’inactivation de ZEBI par

d’autres voies, 4) la régulation de ZEB2 au niveau protéique.

Il a été montré que miR-106a inhibe I’expression de TGFBR2, un récepteur du TGF-
beta et ainsi favorise la migration et I’invasion dans le cancer du cdlon (Feng et al 2012).
Le role exact de TGFBR?2 dans la signalisation de la voie TGF-beta dans les cancers est
controversé, mais il a été décrit qu’une faible expression du géne TGBR2 est associée a
I’agressivité dans le cancer du foie (Mamiya et al 2010). De plus, TGFBR2 apparait étre un

gene suppresseur de tumeur dans le cancer colorectal (MacKay et al 1998).

Parmi les autres microARNs associés fonctionnellement au développement

métastatique, deux microARNSs régulent I’expression de leur cible mais au niveau
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traductionnel uniquement (inhibition de la traduction). Il s’agit du miR-9 ciblant I’ARN
du géne CDHI ((Ma et al 2010) et miR-181a régulant le géne BMI (Taylor et al 2013). En
effet, il a ét¢ montré que la surexpression de miR-181a sous ’effet de 7TGFBI entrainait la
diminution de la protéine BMI, ainsi qu’une augmentation de ’EMT dans le cancer du sein
(Taylor et al 2013). De méme, la répression de CDH1 au niveau protéique est impliquée
dans le processus d’EMT (Ma et al 2010). Par conséquent il semblerait intéressant
d’analyser le niveau d’expression de ces genes au niveau protéique. Malheureusement, la
faible quantit¢ d’échantillons disponibles ne nous a pas permis de réaliser ce type

d’analyse.

Des observations préliminaires des mécanismes potentiellement impliqués dans la
régulation des microANRs ont révélé que le miR-181a est localis¢ dans la région 1q
amplifiée spécifiquement dans les tumeurs agressives. L’analyse des variations de
méthylation ainsi que des relations existant entre des facteurs de transcription et les

microANRs dérégulés semble nécessaire.

CONCLUSION

Les microARNs observés dérégulés dans les tumeurs malignes par rapport aux
tumeurs agressives semblent étre impliqués a la fois dans la stimulation de I’invasion,
de la migration et de la transition épithélio-mésenchymateuse mais également dans sa
répression (Figure 19). Bien que des résultats préliminaires suggérent que la
dérégulation de certains de ces microANRs soit une conséquence des altérations
chromosomiques, des analyses plus approfondies sont nécessaires a la compréhension

des mécanismes a I’origine de la dérégulation de ces microARNSs.
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION
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PARTIE 1 . Mod¢les De Progression
Tumorale
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Figure 1: Modéles putatifs de progression tumorale applicables aux prolactinomes

humains

A. Modéle de progression tumorale n°1
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** Altérations génétiques ou épigénétique sélectionnée au cours de la progression tumorale
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I. Proposition d’un modele de progression fumorale
basé sur une stratégie de génomique intégrative
(biologie integrative)

A. La stratégie de génomique intégrative

Comme décrit dans l’introduction de ce mémoire, nous avons fait différentes
hypotheéses quant aux modeles pouvant expliquer la progression tumorale des tumeurs a
prolactine vers le phénotype agressif. Ces hypothéses sont basées sur 1) I’origine clonale
de ces tumeurs (Alexander et al 1990, Gicquel et al 1992, Herman et al 1990, Schulte et al
1991), 2) un suivi clinique au long cours des patients (minimum 8§ ans), 3) la classification
clinico-pathologique des tumeurs et 4) les profils transcriptomiques réalisés au laboratoire
ayant permis de mettre en évidence des génes marqueurs de I’agressivité. Ces différents
modeles, de nouveaux représentés Figure 1, comportent un modele linéaire, un modele
avec un événement primaire commun et des événements secondaires différents, et un

modele présentant deux voies totalement différentes partant de la méme cellule normale.

Afin d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la progression tumorale
vers le phénotype agressif et de hiérarchiser ces événements dans un modele retragant
« I’histoire de la tumeur », nous avons utilis¢ une approche de génomique intégrative
multidimensionnelle. Cette stratégie possible grace aux technologies dites a haut débit
(puces a ADN, séquencage massif) consiste a analyser de la maniére la plus globale
possible (a 1’échelle du génome) et sans a priori un ensemble de parameétres moléculaires
(incluant les altérations du nombre de copies chromosomiques, les mutations ponctuelles,
les variations d’expression des genes et des microARNs et ceci a partir des mémes
¢chantillons tumoraux. Les pieces du puzzle ainsi répertoriées sont ensuite agencées entre
elles dans un modele de progression tumorale. Nous pensons que ce type d’approche
permet de mettre en évidence différentes voies dérégulées et les mécanismes aboutissant a
leurs dérégulations. De plus, les liens existant entre les différents mécanismes permettent

de faire des hypothéses quant a I’ordre dans lequel ces événements surviennent.
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Modéle de progression tumorale vers 1’agressivité des tumeurs hypophyvsaires a

Figure 2
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L’approche de génomique intégrative a été utilisée afin de mettre en évidence des voies
dérégulées dans différents type de cancer et notamment dans les carcinomes du rein
(The Cancer Genome Atlas Network 2013), les glioblastomes
(The Cancer Genome Atlas Network 2008) ou encore les carcinomes ovariens
(The Cancer Genome Atlas Research Network 2011). Les voies observées dérégulées
sont relativement similaires d’un cancer a ’autre. Par exemple les voies Rb et TP53,
impliquées dans 1’arrét du cycle cellulaire et I’inhibition de la prolifération, sont
significativement inhibées dans les carcinomes ovariens et les glioblastomes avec de
nombreuses mutations somatiques de ces deux génes, mais également I’amplification et/ou
la surexpression de génes inhibiteurs comme par exemple CDK4 pour les glioblastomes ou
des cyclines D et E pour les carcinomes ovariens, ou encore la délétion ou I’inhibition des
genes CDKN2A/B dans les deux types tumoraux. De plus les mécanismes impliqués dans

ces dérégulations sont également similaires entre les deux cancers.

Par conséquent, I’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.

B. Le mod¢le de progression ftumorale des prolactinomes

humains

Nous avons décrit différentes altérations spécifiques des tumeurs agressives ou des
tumeurs malignes que nous avons hiérarchis¢ dans un modele expliquant la progression des
prolactinomes vers les phénotypes agressif et malin (Figure 2). Dans ce modele, la
progression vers le phénotype agressif se fait a la faveur de la dérégulation de 1’expression
de microARNs clés (miR-183, miR-98 et miR-744) due probablement a des perturbations
de facteurs de transcription type ETS2. La diminution de ces microANRs, entraine
I’augmentation significative de I’expression de leurs cibles respectives KIAA0101, E2F2 et
TGFBI. La dérégulation de ces geénes entraine la sur-activation du cycle cellulaire
permettant ainsi une augmentation de la prolifération et générant de I’instabilité génétique.
Ces mécanismes permettent alors la sélection d’altérations avantageuses telles que la perte

du chromosome 11p.
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Nous avons montré que la perte du chromosome 11p entraine la sous-expression de genes
impliqués dans D’arrét du cycle cellulaire en réponse aux dommages a I’ADN. Par
conséquent, la perte du chromosome 11p est impliquée dans la stimulation de la
prolifération et permet I’acquisition de nouvelles altérations telles que le gain du
chromosome 1q, la perte du chromosome 11q et la mutation des génes CDH11 et NTS. Ces
nouvelles altérations entrainent la dérégulation de geénes principalement impliqués dans le
controle de I’invasion et de la progression métastatique, notamment par ’activation de
processus de dissémination métastatique, observés spécifiquement dans les tumeurs

malignes.
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Figure 3 : Modé¢le de progression tumorale des tumeurs hypophysaires humaines par
Melmed S. 2011.
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II. Pourquoi un modele non linéaire ?

A. L’existence d’un mod¢le non linéaire pour la
progression tumorale des tumeurs hypophysaire .

présentation et critique.

Le seul modéele de progression tumorale actuellement proposé pour la progression des
tumeurs hypophysaires est un modele linéaire (Figure 3 ; (Melmed 2011)). Dans ce
modele, il est proposé que le développement des tumeurs hypophysaires commence par la
dérégulation du cycle cellulaire entrainant une prolifération incontrolée des cellules
différenci¢es sécrétant les différentes hormones. Cette prolifération peut alors soit se
limiter a une hyperplasie (conséquence de la plasticité de I’hypophyse et la plupart du
temps capable de régresser spontanément) soit donner lieu au développement d’un
microadénome. La progression tumorale se fait alors de maniere linéaire : microadénome
— macroadénome — tumeur agressive/maligne. Plusieurs précisions sont apportées a ce
modele : 1) la progression du stade de microadénome au stade de macroadénome est rare et
restreinte par des mécanismes impliqués dans ’arrét du cycle cellulaire ; 2) la progression
vers les tumeurs malignes est inhibée par une forte activation de la sénescence et nécessite
I’acquisition d’altérations particuliéres ; 3) D’existence d’une forte activation des
mécanismes inhibant la progression du cycle cellulaire dans les tumeurs hypophysaires

explique pourquoi ces tumeurs sont a progression lente et « invariablement bénigne ».

Ce mode¢le, reprenant la vision classique de la progression tumorale dans la plupart des
cancers, s’appuie sur les nombreuses études ayant comparé les altérations existant dans les
tumeurs par rapport au tissu normal. Les différentes altérations ainsi décrites sont donc
pour la plus grande majorité impliquée dans la tumorigénese hypophysaire c’est-a-dire
dans les étapes précoces du développement et de la progression tumorale. De plus, dans la
vaste majorité des études il n’est pas fait de distinction phénotypique entre tumeurs
bénignes et agressives. Or nous avons pu montrer que certaines tumeurs non considérées
comme agressives par la classification de I’OMS car ne présentant pas de métastases
présentent pourtant un profil transcriptomique quasiment identique a celui des tumeurs

malignes.
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Figure 4 : Modéle de progression tumorale du cancer du célon

Modgéle de progression du cancer du célon dans lequel les principales altérations génétiques sont
hiérarchisées en utilisant la fréquence d’observations de ces derniéres pour en déduire leur place
relative dans la progression tumorale. (Figure adaptée de Fearon and Vogelstein 1990)
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B. Le mode¢le linéaire et ses implications en termes

d’altérations

Le modele de progression tumorale linéaire est basé sur la sélection clonale
d’événements successifs apportant un avantage sélectif a la cellule qui les portent (Nowell
1976). Le principe de sélection clonale implique une transmission des modifications
avantageuses d’une génération cellulaire a 1’autre, avec pour implications principales
I’accumulation de ces changements au cours de la progression tumorale (Fearon and
Vogelstein 1990). Dans le cadre de I’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la
progression tumorale et de leur hiérarchisation temporelle, le modele linéaire a pour
conséquences principales que 1) la derniére génération cellulaire (ex : tumeur agressive)
présente toutes les altérations survenues précédemment en plus de celles qui lui sont
spécifiques et 2) plus un événement est précoce dans la progression, plus il sera observé
dans les tumeurs de tous stades (ex : I’événement primaire sera observé a tous les stades
tandis qu’une mutation impliquée dans le développement métastatique sera observée

uniquement dans les derniers stades).

C’est en se basant sur ces principes que Volgestein et al. ont construit le modele de
progression tumorale du cancer du célon décrit Figure 4 (Fearon and Vogelstein 1990).
Neéanmoins, les auteurs précisent, a posteriori, que ce n’est pas tant 1’ordre dans lequel les
altérations surviennent, mais leur accumulation qui est importante au cours de la
progression tumorale. Sachant que les altérations majeures décrites dans ce modele n’ont
pas été observées dans les mémes cohortes d’échantillons, il parait en effet difficile de
prédire une hiérarchie temporelle. Pour autant, il est possible de supposer que 1’ordre des
altérations puisse avoir une certaine importance dans la mesure ou la dérégulation de
certaines voies est favorable a I’acquisition de certaines altérations plutot que d’autres. Par
exemple, il a été montré que les mutations des génes de réparation de I’ADN tels que
MLH]1, sont favorables a I’acquisition de multiples altérations génétiques ayant elle-méme

un impact sur la progression tumorale (Bronner et al 1994).
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Table 1 : Altérations chromosomiques mises en évidence par différentes études dans les

tumeurs hypophysaires

Sont représentées en rouge les gains et en bleu les pertes également observés dans notre étude.

Nombre de tumeurs Méthode Gains Pertes Référence
33 tumeurs
12 GH, 2 GH/PRL, 6 PRL FISH Triomie chrl2 dans 5 tumeurs Tanaka C 1998
2TSH, 1ACTH, 1 NF
23 tumeurs NF CGH )1(8(,.315;/?)5;(11;2;2;::3'1562;(gf)/ 136 1 (17%); 17 (9%); 13 (4%) Daniely M 1998
12tumeurs CGH 1q; 79 13q; 1p; 2; 11 Harada K 1999
2 GH; 1 PRL; 9 NF
3;7;9q; 14q; 17q; 19q; 20q; 6p;
38tumeurs 12q; 22q 13q; 1p; Xq
26 NF, 6 GH, 3 PRL, CGH Fan X 2001
1ACTH, 1FSH, 1 FSH/LH PRL: 3; 5; 6q; 7; 9q; 11; 14q. 16; 18; PRL: 13q14-q31
19; 20
Tumeurs Primaires (PRL):
2; 1p; 8q; 10; 11; 16
Tumeurs Primaires (PRL):
1q; 12q; 15q; 22q; 9; 14 Récurrence (PRL):
8tumeurs primaires + 1p; 2; 1p; 4; 8q; 10; 11; 16
récurrences CGH Récurrences (PRL): Rickert C 2001
3 PRL; 4GH; 1 NF 4q; 5q; 13q; 4p; 1q; 12p; 5p; 9; 14 Récurrence (CGH): 8q; 9q; 10;
12g; 13
Récurrence (GH): 4q; 7
Récurrence (NF): 12q
PRL: 1q; 3p; 5; 6p11.2-21.3; 6q; 7p;
. 8; 12; 14q; 16; 20; 21q; 22q
4 carcinomes .
2 ACTH, 2PRL CGH PRL: 1p; 10; 11g21-ter; 15q Rickert C 2001
ACTH: 4; 5; 7; 9; 12; 13q22-ter;
14q; 20; 22913
X (32%); 19 (16%); 12 (8%); 7; 9; 4;
75 tumeurs 5; 6; 14; 16; 20; 3; 8; 13; Y; 1; 2; 15; 11(5,3%); 13 et 10 (4%)
10 GH; 5 PRL; 4 GH/PRL; 17;18; 21; 22 et 10 =l
1TSH: 5 ACTH; 50 NF CGH o Trautmann K 2001
PRL: aucune altération
PRL (1 seule tumeur): X
15 tumeurs 9q (53%); 19q (47%); 16p (40%);  4q; 5q et 13q (60%); 1p (53%);
3GH; 1 PRL; 1ACTH; CGH 17p; 19p; 20q 2q; 5p et 6q (47%); 8q; 11q; 12q;  Szymas J 2002
10 NF 18q; 6p
24 tumeurs CGH 4q; 17 et 19 (29%); 1p; 5 et 20 1p (58%); 11p (46%); 17 (42%); Pack $ 2005

23 GH/PRL; 1 NF;

(25%) 6q; 13q; 16p

16p; 4; 10p; 12; 20; 22q; 13q; 9p
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C. L’étude des altérations chromosomiques dans les

prolactinomes révele un modele non linéaire

1. Absence d’accumulation d’altérations chromosomiques entre

tumeurs non agressives et agressives

L’¢tude des altérations du nombre de copie chromosomiques dans une cohorte
comportant 6 tumeurs agressives et 7 tumeurs non agressives a révélé une altération
spécifique des tumeurs agressives et commune a 5/6 tumeurs. Par contre cette analyse n’a
pas permis de mettre en évidence d’altération commune aux tumeurs non agressives, ni

d’altération commune a I’ensemble des tumeurs.

L’observation d’une absence d’accumulation des altérations chromosomiques entre
tumeurs non agressives et agressives, suggere que la progression tumorale des tumeurs
hypophysaires a prolactine vers le phénotype agressif ne suit pas un modele linéaire. Les
voies de progression vers le phénotype non agressif et vers le phénotype agressif
pourraient donc correspondre aux modeles hypothétiques deux et trois (Figure 1). De plus
I’absence d’événements communs aux tumeurs non agressives suggere que les altérations
du nombre de copies ne sont pas fortement impliquées dans la progression vers le
phénotype non agressif. Au contraire, I’observation d’une altération récurrente (perte sur le
chrllp) et spécifique des tumeurs agressives permet de supposer 1) que cette région
contient potentiellement des genes suppresseurs de tumeurs, 2) que cette altération a été

sélectionnée au cours de la progression tumorale.

2. La perte du chromosome 11p est probablement sélectionnée au

cours de la progression vers le phénotype agressif

La perte du chromosome 11 a été décrite par d’autres auteurs dans différentes tumeurs
hypophysaires (Harada et al 1999, Szymas et al 2002, Trautmann et al 2001) y compris des
tumeurs a prolactine (Pack et al 2005, Rickert et al 2001) (Table 1).
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En effet, des pertes du chromosome 11 sont décrites dans des tumeurs a prolactine
agressives ayant présenté une récidive apres la premiére intervention (Rickert et al 2001).
De facon intéressante, la perte du chromosome 11 est observable dans la tumeur primaire
et dans la récidive. De plus, il a été décrit la perte du chromosome 11q dans un carcinome a
prolactine par le méme groupe. Dans 1’étude de Pack et al. cinq tumeurs a prolactine sont
présentées dont trois montrent une perte du chromosome 11p. Parmi ces trois tumeurs deux
sont des tumeurs potentiellement agressives. Il est malheureusement difficile de conclure
fermement quant a I’agressivité¢ de ces tumeurs, car aucune donnée d’histologie (Ki67,
nombre de mitoses) n’est fournie. Enfin, les adénomes hypophysaires liés aux altérations
des geénes MENI et AIP, localisés respectivement en chrllql3 et chrllql3.3, sont
généralement des tumeurs tres agressives (Thakker et al 1993, Barlier et al 2008, Trouillas
et al 2008). L’ensemble de ces données confirme donc I’importance des altérations du

chromosome 11 dans le cadre de la pathologie hypophysaire.

Par ailleurs, la monosomie du chromosome 11 est fréquente dans les cancers : la base de
données Mitelman répertorie 1 870 cas de différentes tumeurs présentant cette altération

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/RecurrentAberrations). De plus, la perte du

chromosome 11 est fréquemment associée a la progression tumorale et au développement

métastatique notamment dans le cancer du sein (Mackay et al 1988, Takita et al 1992).

Toutes ces données suggerent que le chromosome 11 contient des genes suppresseurs de
tumeurs. Ceci a été confirmé par des manipulations in vitro consistant a introduire une
portion ou la totalité du chromosome 11 dans des lignées cellulaires de cancer du col de
I’utérus (HeLa), de tumeurs de Wilms ou encore de carcinomes thyroidiens avec pour
conséquence une diminution importante du potentiel tumoral de ces cellules in vitro et in

vivo (Saxon et al 1986, Weissman et al 1987, Yoshida et al 1994).

Par conséquent, le caractere récurrent de la perte du chromosome 11 dans les
tumeurs hypophysaires a prolactine, et d’autres types tumoraux, associé a
I’agressivité ainsi que les expériences tendant a prouver que le chromosome 11
contient des génes 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 étre en faveur d’un modéle non linéaire de la

progression tumorale.
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D. Comportement tumoral et mod¢le non linéaire

Le modele non linéaire de progression tumorale semble également étre soutenu par
certaines observations clinico-pathologique. En effet, une étude cas/témoins portant sur
une cohorte de 410 tumeurs hypophysaires dont 116 prolactinomes (Trouillas J et al. 2013)
a montré que les tumeurs agressives (grade 2b) présentent un risque 25 fois plus élevé de
n’étre pas guéries et 12 fois plus élevé de progresser au cours du suivi clinique a 8 ans
apres la premiere intervention que les tumeurs bénignes (grade 1a). De plus, parmi les huit
carcinomes identifiés au cours du suivi, six étaient des tumeurs agressives ayant métastasé
aprés la premiére intervention. Ces données soulignent la grande capacité des tumeurs
agressives a progresser qui semble étre quasi absente lorsque 1’on considére les tumeurs
bénignes. Ainsi, il parait improbable que les tumeurs non agressives constituent une étape
précédant le développement des tumeurs agressives au cours de la progression tumorale

des tumeurs hypophysaires a prolactine.

Par conséquent, une bifurcation précoce des voies de progression telle que nous le

proposons semble étre plus en accord avec les données présentées ci-dessus.
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Figure 5: Etapes du cycle cellulaire dans lesquelles sont impliqués les génes dérégulés
dans les tumeurs agressives par rapport aux tumeurs malignes

En rouge les génes surexprimés et en vert les génes sous-exprimés dans les tumeurs agressives
par rapport aux non-agressives.
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III. Hiérarchisation des événements

moléculaires de progression tumorale

A. L’activation de la prolifération comme mécanisme

principal

L’analyse transcriptomique supervisée réalisée au laboratoire en 2007 a permis de
mettre en évidence un set de génes marqueurs de 1’agressivit¢ (CCNBI, AURKB, DBF4,
PTTG1, CENPE) (Raverot et al 2010, Wierinckx et al 2007). La surexpression de ces
genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire m’a amené a analyser d’autres génes
impliqués dans ces processus. Ainsi j’ai pu mettre en évidence la dérégulation d’un certain
nombre de geénes impliqués dans différents points de contrdle et de transition du cycle
cellulaire (Figure 5). Il apparait que certains de ces genes sont des cibles des facteurs de
transcription de la famille E2F, dont le membre E2F2 est surexprimé dans les tumeurs

agressives comparées aux tumeurs non agressives.

1. La surexpression d’EZF2 active la transition G1/S

Les facteurs de transcription E2F ont été décrits comme des régulateurs transcriptionels
de geénes impliqués dans le controle de I’entrée en phase S ou le maintien en état de
quiescence. Ces facteurs peuvent étre classés en deux catégories, les activateurs du cycle
constitués d’E2F 1, E2F2 et E2F3 et les inhibiteurs du cycle (E2F4-6) (Trimarchi and Lees
2002). Les activateurs du cycle sont principalement exprimés en fin de phase G1 (Slansky
and Farnham 1996) et sont cruciaux pour la transition G1/S. En effet, 1’activation des
facteurs E2F'[-3 est nécessaire a I’initiation et la progression de la phase S, notamment par
I’activation des cyclines ainsi que de génes nécessaires a la synthése de ’ADN et par la
répression d’inhibiteurs tels que les génes de la famille Rb (pRb, p107, p130) (DeGregori
et al 1995, Helin 1998). La surexpression des facteurs E2F a été observée dans de

nombreux cancers (Sherr 1996) et a été associée a une augmentation de la prolifération.
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In vitro, la surexpression de ces geénes entraine une activation du cycle cellulaire et dans
le cas d’E2F 1 uniquement, une activation de 1’apoptose (Adams and Kaelin 1996, Johnson
et al 1993). La surexpression des membres E2F, et particulierement E2F1, a été décrite

dans les tumeurs hypophysaires a PRL et GH (D'Angelo et al 2012).

L’ensemble de ces données permet de supposer que la surexpression d’E2F2 est
centrale dans ’activation du cycle cellulaire observée dans les tumeurs hypophysaires

a prolactine agressives.

2. La dérégulation des points de controle de la mitose entraine de

I'instabilit¢ génétique

Les perturbations de la mitose et en particulier de la ségrégation des chromosomes ont
été décrites comme les principaux mécanismes générant de 1’instabilité chromosomique
(Janssen et al 2011). Parmi les points de contrdle de la mitose, le contrdle de 1’attachement
des kinétochores aux microtubules est probablement le phénoméne le plus important pour
une ségrégation correcte des chromatides (Foley and Kapoor 2013). Certains genes
impliqués dans ce mécanisme ont été observés dérégulés dans les tumeurs agressives, avec
la surexpression des genes AURKB, BUBIB, CDC20, CENPE et PTTGI et la sous
expression des genes APC/C et BUB3. La dérégulation de ces genes a été décrite dans de
nombreux cancers et a été¢ associée a une augmentation de 1’instabilité chromosomique in
vitro et in vivo (Dikovskaya et al 2007, Kalitsis et al 2005, Rao et al 2009, Yuan et al 2006)
(Lu and Yu 2009)

Par conséquent, la dérégulation de ces genes peut faire partie des mécanismes
favorables a I’acquisition des altérations chromosomiques observées spécifiquement

dans les tumeurs agressives.
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Figure 6 : CC25B/C et les dommages a PTADN

En rouge les geénes surexprimés, en vert les génes sous-exprimés et en gris les génes non
dérégulés dans les tumeurs agressives par rapport aux non-agressives. Les relations activatrices
sont en rouge et inhibitrices en vert.
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3. Perturbations des réponses aux dommages a ’ADN

L’activation aberrante du cycle cellulaire est favorable a ’acquisition d’altérations de
I’ADN. Les dommages a ’ADN entrainent généralement I’arrét du cycle cellulaire,
I’activation des mécanismes de réparations et I’induction de 1’apoptose par de nombreuses
voies dont les interconnexions rendent I’exposition des voies moléculaires d’autant plus
complexes. A des fins de simplification, seules les voies les plus classiques c’est-a-dire

ATM/ATR-p53 seront décrites.

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

Les kinases ATM/ATR, activées en réponse aux dommages a I’ADN, sont impliquées
dans 1’activation de CHK1/2 (Niida and Nakanishi 2006), elles-mémes impliquées dans
I’inhibition de CDC25B/C (Boutros et al 2006) et I’activation de WEE1 (Raleigh and
O'Connell 2000). L’inhibition de CDC25B/C et I’activation de WEE1 entraine I’inhibition
du complexe cycline B-CDK1 et par conséquent 1’arrét du cycle en G2/M (Lammer et al

1998, Raleigh and O'Connell 2000) (Figure 6).

La surexpression des geénes CDC25B et CDC25C a été observée dans les tumeurs
hypophysaires a prolactine agressives, rejoignant les observations faites dans d’autres
types tumoraux dont les neuroblastomes (Sato et al 2001), les gliomes (Nakabayashi et al
2006) ou encore les carcinomes thyroidiens (Ito et al 2005). La surexpression de CDC25B
entraine une entrée rapide en mitose méme en présence d’ADN incomplétement répliqué
(Karlsson et al 1999) et est capable de ré-induire la progression du cycle de facon

prématurée en réponse a un stress génotoxique (Bugler et al 20006).

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 a I’ADN.
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Figure 7 : Illustration de la voie P53/P21 dérégulée dans les tumeurs hypophysaires a
prolactine agressives

En rouge les geénes surexprimés, en vert les génes sous-exprimés et en gris les génes non
dérégulés dans les tumeurs agressives par rapport aux non-agressives. Les relations activatrices
sont en rouge et inhibitrices en vert.
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5. Perturbations de 'arrét du cycle cellulaire p53 dépendant

La voie p53 activée en réponse aux dommages a I’ADN induit ’arrét du cycle cellulaire
et I’activation des voies de réparation via notamment son géne cible p21 (CDKNI1A), ainsi
que I’apoptose via d’autres geénes cibles type BAD, BAX et PUMA. 11 est particulierement
intéressant d’examiner les perturbations de cette voie dans les tumeurs hypophysaires a
prolactine agressives car au niveau histologique il est fréquent d’observer une

accumulation de la protéine p53 au noyau (Pernicone et al 1997, Trouillas et al 2013).

I1 a été décrit que ’activation de p21 (CDKNIA) entraine I’arrét du cycle cellulaire en
G1/S mais également en G2/M par différents mécanismes dont 1) I’inhibition des
complexes cycline D-CDK4/6 et cycline E-CDK2 avec pour conséquence 1’inhibition de
E2F ; 2) I’arrét de la synthése de I’ADN par liaison a PCNA ; 3) la dégradation des
cyclines B entrainant ainsi un arrét en G2/M et enfin 4) I’induction de la senescence via

pl6INK4 (locus CDKN2A) (pour revue :Mirzayans et al 2012).

Dans les tumeurs hypophysaires agressives il apparait que la surexpression des geénes
E2F2, CCNBI, CCNB2 et KIAA0I01 et la sous-expression du géne CDKN2A sont
probablement impliqués dans la perturbation de la réponse a 1’axe p53-p21. En effet, il a
¢été montré que la surexpression des facteurs de transcription E2F est capable d’outrepasser
I’inhibition du cycle médiée par p21, pl6 ou encore p27 (DeGregori et al 1995).
L’observation de la sous-expression du géne CDKN2A dans les tumeurs agressives semble
indiquer une absence d’activation de la sénescence p21-p16 dépendante. La surexpression
des génes CCNBI et CCNB2 peut compenser 1’induction de ’arrét en G2/M par p21.
Enfin, la surexpression de K/IAA0101 est également impliquée dans la perturbation de la
réponse a I’activation de p53. En effet, il a été décrit que KIAAO101 inhibe la liaison de
p21 au PCNA par compétition de liaison au méme site (Hosokawa et al 2007, Yu et al
2001). De plus, KIAAO101 est capable d’inhiber 1’activation de p53 directement (liaison
au domaine de trans-activation) et indirectement (inhibition de 1’acétylation de p53 sur sa

lysine 382 par p300) (Liu et al 2012) (Figure 7).
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L’ensemble de ces données suggere donc que la progression tumorale des tumeurs
hypophysaires a prolactine humaines vers le phénotype agressif est dépendante de
I’activation aberrante du cycle cellulaire d’une part et de la dérégulation de différents
points de controles d’autre part. La perturbation de ces différents mécanismes semble
donc constituer une situation propice a ’acquisition d’altérations génétiques et a leur
sélection clonale au cours de la prolifération. Par conséquent, il est possible de faire
I’hypothése selon laquelle la dérégulation du cycle cellulaire est antérieure et
nécessaire a I’acquisition des altérations chromosomiques spécifiques des tumeurs

agressives.

Il s’agit alors d’examiner les mécanismes a I’origine de ces dérégulations et les

conséquences des altérations chromosomiques identifiées.

B. La dérégulation des microARNs comme activateur de

la prolifération

1. Identification de microARNs impliqués dans la régulation du

cycle cellulaire

L’analyse de la dérégulation des microANRs dans la progression tumorale a permis de
mettre en ¢évidence quatorze microARNs dérégulés spécifiquement dans les tumeurs
agressives. Nous nous sommes focalisés sur trois d’entre eux : miR-98, miR-744 et miR-
183 dont les cibles sont surexprimées dans les tumeurs agressives et présentent un lien
avec la voie de prolifération. En effet, miR-98 est impliqué dans la régulation du gene
E2F2 qui joue un role central dans le contrdole de la prolifération comme décrit
précédemment, de méme pour le microARN miR-183 qui controle K/I440101 impliqué
dans la répression de la voie p53, entre autre. L’implication du miR-744 et de sa cible
TGFBI dans le controle de la prolifération semble plus complexe a expliquer du fait de la
variété de voies régulées par TGFBI, néanmoins il a été décrit que TGFBI est capable

d’activer la prolifération et la survie cellulaire (Katsuno et al 2013).
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2. Les mécanismes impliqués dans la régulation de ces microARNs
en fait un événement précoce dans la progression vers

lagressivité

a. Ladérégulation de ces microARNSs n’est pas une conséquence des

altérations de FADN ou de la méthylation

La dérégulation des microARNs est souvent décrite comme une conséquence des
altérations de la structure ou de la méthylation de ’ADN ou encore des changements
d’expression des geénes pour les microARNs introniques. D’autres mécanismes impliquent
la dérégulation des enzymes de la voie de biosynthése des microARNs (DICER, Drosha,
Argonautes, Exportine etc). Enfin, il est également décrit que I’expression des microARNs

peut étre perturbée par la dérégulation de facteurs de transcription.

Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans la perte des microARNSs identifiés, les
différentes voies de régulation citées ci-dessus ont été explorée dans les tumeurs
hypophysaires agressives. Cette analyse a révélé que ni les variations du nombre de copies
chromosomiques, ni les changements de méthylations (observations préliminaires), ni la
dérégulation des enzymes de la voie de synthése des microARNs, ne sont impliqués dans
la perte de ces microARNSs. En revanche nous avons pu montrer I’implication directe d’un

facteur de transcription.

b.  Implication de facteurs de transcription et lien avec I'environnement

La recherche de facteurs de transcription a conduit a identifier deux facteurs de
transcription principaux possédant des ¢léments de réponses dans les régions régulatrices
des trois microARNs candidats : les facteurs E7S2 et VDR. Ces deux facteurs de
transcription sont sous-exprimés dans les tumeurs agressives par rapport aux non

agressives. Seul le couple E7S2::miR-183 a montré une corrélation entre leurs taux
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d’ARN et nous avons pu montrer que le facteur E7S2 est capable de se lier directement aux
régions régulatrices de miR-183. Au cours de 1’étude nous avons choisi comme critére de
sélection I’existence d’une corrélation entre le niveau d’expression des microARNs et le
niveau d’expression des facteurs de transcription au niveau ARN pour des raisons
techniques. Néanmoins il ne faut pas exclure la possibilité qu’il existe une corrélation avec
le niveau de protéine. Par conséquent il est possible que VDR puisse également réguler

I’expression des trois microARNSs.

Le géne ETS2 est surexprimé dans le cancer du pancréas (Ito et al 2002), de la thyroide
(de Nigris et al 2001) ou encore de la prostate (Sementchenko et al 1998). Néanmoins,
ETS2 a également été montré sous-exprimé dans les adénomes gastriques (Liao et al 2012)
ou dans le cancer du poumon non a petites cellules (Kabbout et al 2013). De plus 1’absence
d’ETS?2 dans les cellules de cryptes intestinales chez la souris favorise le développement de
tumeurs intestinales (Munera et al 2011). Il a été montré que 1’activation de la protéine
ETS2 est sous le controle de la voie des MAPK/ERK suggérant ainsi que de nombreux
facteurs, y compris des facteurs de croissance et des hormones puissent étre impliqués dans
I’activation d’ETS2 (Yang et al 1996). La régulation d’ETS2 au niveau transcriptionel est
mal connue. Il a été¢ décrit des changements de niveau d’expression d’ETS2 dans des
cellules de Iéiomyomes utérins traités a I’cestradiol (Yu et al 2012). Les mécanismes
impliqués ne sont pas décrits, mais sont potentiellement directs puisque le promoteur du
géne ETS2 présente des éléments de réponse au récepteur ERa (ALLGEN PROMO). De
plus, il existe également des ¢léments de réponses au récepteur aux glucocorticoides ou
encore a la progestérone dans le promoteur d’E7S2 (ALLGEN PROMO) suggérant que

I’expression d’ETS?2 puisse €tre modulée par des changements hormonaux.

Toutes ces données suggérent que le facteur de transcription E7S2 pourrait étre
dérégulé de facon précoce dans la progression tumorale des tumeurs hypophysaires a
prolactine, notamment par des perturbations hormonales (cestrogénes), entrainant la

diminution du niveau d’expression de miR-183.

Le géne VDR, codant pour le récepteur a la vitamine D, a également été identifié
comme un régulateur potentiel des trois microARNs et bien que nous n’ayons pas mis en
évidence de corrélation entre I’expression des microARNs et ’ARN de VDR, il en existe
potentiellement une au niveau protéique. En effet, il a ét¢ montré que le traitement a la

vitamine D entraine une surexpression des microARNs miR-98 et miR-744 via I’activation
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Figure 8 : Relations complexes entre VDR, PIT-1 (POU1F1) et HMGA1/2

En rouge les geénes surexprimés, en vert les génes sous-exprimés et en gris les génes non
dérégulés dans les tumeurs agressives par rapport aux non-agressives. Les relations activatrices
sont en rouge et inhibitrices en vert.
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de VDR respectivement dans des cellules de cancer de pancréas (Ting et al 2013) ou des

cellules primaires de prostate (Giangreco et al 2013).

De plus, VDR est capable d’inhiber ’expression de PIT-1 (POUIFI) par liaison directe a
son promoteur et par le recrutement d’histone déacétylases (Seoane and Perez-Fernandez
2006). Cependant la relation entre VDR et PIT-1 (POUIFI) est complexe dans la mesure
ou il a également été montré que I’interaction entre les protéines PIT-1 (POU1F1) et VDR
stimule 1’expression de VDR par liaison directe au promoteur (Seoane et al 2007).

PIT-1 (POUIFI) est un facteur de transcription embryonnaire impliqué dans la
différenciation des cellules hypophysaires 8 GH, PRL et TSH (Lefevre et al 1987, Nelson
et al 1988). Son expression augmente au cours de la tumorigénese hypophysaire (Asa et al
1993, Delhase et al 1993, Friend et al 1993, Pellegrini-Bouiller et al 1997, Pellegrini et al
1994). De plus, il a ét¢ montré que 1’expression de PIT-1 (POUIF1) est stimulée par les
proté¢ines HMGA1/2 (Palmieri et al 2012) dont la surexpression est impliquée dans la
tumorigénese des tumeurs hypophysaires et notamment des tumeurs a prolactine
(D'Angelo et al 2012, Fedele et al 2002, Fedele et al 2005, Fedele et al 2006, Finelli et al
2002, Palmieri et al 2012, Pierantoni et al 2005). Enfin, les microARNs de la famille let-7
dont miR-98 ont été impliqués dans I’inhibition post-transcriptionnelle du gene HMGA?2
(Hebert et al 2007, Park et al 2007, Qian et al 2009). Les mécanismes aboutissant a la
diminution d’expression du gene VDR sont mal connus, mais une étude réalisée dans un
modele de progression in vitro du cancer du sein suggere que ’expression de VDR serait
perdue de facon précoce au cours de la transformation cellulaire (Kemmis and Welsh

2008) (Figure 8).

En définitive I’ensemble des observations présentées suggeére que la dérégulation
des microARNs miR-183, miR-98 et miR-744 impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire et de la survie serait la conséquence d’événements précoces dans la
progression tumorale appuyant I’hypothése selon laquelle la dérégulation de ces
microARNs est un événement « driver » dans la progression vers le phénotype

agressif.
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C. La perte du chromosome 11p et le maintien d’'une
sifuation propice a ’acquisition de nouvelles

altérations

Nous avons pu montrer que la perte du chromosome 11 a un impact sur I’expression de
certains genes contenus dans la région mono-allélique spécifique des tumeurs agressives.
Parmi ces génes, cinq ont €t¢ identifiés comme de potentiels suppresseurs de tumeurs ayant

un impact sur la régulation du cycle cellulaire.

Dans le contexte de hiérarchisation des événements moléculaires impliqués dans la
progression tumorale, il semble que la diminution d’expression de ces génes renforce la
dérégulation du cycle cellulaire et en particulier la dérégulation des points de contrdle. En
effet, les genes HTATIP2 et TSG101 sont impliqués dans ’activation de la voie P53 (Lee et
al 2012, Li et al 2001, Li X. et al 2009, Ruland et al 2001) et le géne DGKZ est décrit
comme un partenaire de Rb (Los et al 2006). Tous trois sont capables d’induire un arrét du
cycle par ’activation de ces voies, probablement en réponse a des dommages de 1’ADN.
De plus HTATIP2 est impliquée dans I’inhibition des facteurs de survie BCL-2/BCL-XL
(Zhao et al 2006). Le gene GTF2H1 activé par CDK1 est impliqué dans la régulation de la
progression de la mitose (Linares et al 2011), la perte de GTF2H1 induit une mitose plus
courte. A partir de ces données, il est possible de faire 1’hypothése selon laquelle la
dérégulation de ces genes fait partie d’une boucle permettant le maintien de 1’activation
aberrante du cycle cellulaire en présence d’une altération importante du contenu
chromosomique observée dans les tumeurs agressives. De plus, ce mécanisme peut
¢galement favoriser ’acquisition des altérations impliquées dans la progression vers un
phénotype malin et notamment le gain du chromosome 1q, la perte du chromosome 11q et

la mutation des genes CDH11 et NTS.
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IV.  La progression vers le phénotype malin

Le groupe des tumeurs agressives dans notre analyse est constitu¢ par le regroupement
des tumeurs de grade 2b et de grade 3 selon la classification proposée par Trouillas et
al.(Trouillas et al 2013). Ce regroupement est basé majoritairement sur le niveau
d’expression des geénes marqueurs d’agressivité qui différencient trois groupes: les
tumeurs non invasives (grade 1) les tumeurs invasives (grade 2a) et les tumeurs agressives
(grade 2b et 3). Les niveaux d’expression de ces marqueurs ne différencient pas les
tumeurs grade 2b et de grade 3. Par la suite, I’identification d’altérations chromosomiques
communes aux tumeurs de grade 2b et 3 a confirmé ce regroupement en tumeurs

agressives.

La présence d’altérations chromosomiques communes entre tumeurs agressives et
malignes permet également de faire 1’hypotheése selon laquelle les tumeurs malignes
constituent 1’étape suivante dans la progression tumorale des tumeurs agressives. Par
conséquent il nous a semblé intéressant d’explorer les mécanismes moléculaires dérégulés
au cours de la progression du phénotype agressif vers le phénotype malin. Evidemment du
fait de la rareté des tumeurs malignes dans la pathologie hypophysaire, peu de tumeurs
sont disponibles pour cette étude et les résultats obtenus nécessiteraient des validations
dans un plus grand nombre de tumeurs. Néanmoins, cette analyse met en évidence des

pistes de réflexion.

A. Identification d’oncogenes impliqués dans la

dissémination métastatique

La comparaison des profils transcriptomiques entre tumeurs malignes et agressives a
mis en évidence une activation significative des processus de dissémination métastatiques.
Parmi les génes liés a ces voies, nous avons pu observer une augmentation significative de
I’expression des métalloprotéases MMP2, 11, 14, 19 et 28 ainsi qu’un diminution
significative de D’expression du gene NCAMI.Les métalloprotéases sont des enzymes
impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire facilitant la migration des
cellules (Radisky and Radisky 2010). De nombreuses métalloprotéases ont été décrites

surexprimées dans différents cancers, dont
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les adénomes hypophysaires (Gong et al 2008, Hussaini et al 2007, Kawamoto et al 1996,
Liu et al 2005). En particulier, les métalloprotéases MMP9 et MMP2 ont été décrites
fortement activées et augmentées dans les adénomes hypophysaires, et notamment les
adénomes invasifs et les carcinomes et ont été proposés comme marqueurs de 1’invasion
tumorale (P4ez Pereda et al 1999 ; Turner et al 1999 ; Gong et al 2008). Nous avons
¢galement observé une diminution significative de NCAMI. NCAMI1 est une molécule
transmembranaire impliquée dans les interactions cellules-cellules et cellules-matrice
extracellulaire qui est impliqué dans I’inhibition de la motilité cellulaire (Blaheta et al
2006, Prag et al 2002). L’inhibition de la liaison homophile de NCAMI1 par 1’ajout post-
traductionnel d’acide sialique (PSA) est impliquée dans 1’augmentation de la motilité
cellulaire (Sadoul et al 1983). Il a ét¢ montré que 1’augmentation de PSA-NCAM est
corrélée a la malignité tumorale dans un modéle de rat de tumeurs hypophysaires (Daniel
et al. 2000). De la méme maniere, la molécule PSA-NCAM a ¢été décrite fortement
augmentée dans les tumeurs hypophysaires invasives (Trouillas et al. 2003). Par
conséquent, la diminution d’expression significative du géne NCAM1 via la perte allélique
(chromosome 11q) peut étre un mécanisme favorisant la motilité¢ cellulaire autre que la

modification post-traductionnelle de la protéine correspondante.

Parallélement a 1’activation de la migration et de I’invasion, 1’analyse fonctionnelle des
génes différentiellement exprimés entre tumeurs agressives et malignes a révélé une
activation de la transition ¢épithélio-mésenchymateuse qui induit le changement
phénotypique d’une cellule épithéliale polarisée a une cellule mésenchymateuse possédant
des capacités migratoires accrues. Ce processus est régulé au cours du développement
embryonnaire et son activation dans les cellules cancéreuses est fréquemment liée au
développement de métastases. Parmi les nombreux acteurs régulant ce mécanisme, nous
avons observé une surexpression significative des facteurs de transcription ZEB2, SNAI2,
FOXC2, TCF3 et PRRXI dans les tumeurs malignes par rapport aux tumeurs agressives.
Ces genes sont des facteurs majeurs d’activation et de régulation de 'EMT (De Craene and

Berx 2013, Yang and Weinberg 2008).

Nous avons également observé une augmentation significative de genes impliqués dans
la stimulation de ce processus tels que TGFB2, EGFR, ERBB2 et NOTCH (Yang and
Weinberg 2008). En effet, il est décrit que le traitement de cellules cancéreuses de
phénotype épithélial avec du TGF-B induit la transition épithélio-mésenchymateuse
(Katsuno et al 2013). Les geénes de la voie NOTCH sont impliqués dans la régulation de

I’EMT au cours de la cardiogenése embryonnaire (Bailey et al 2007) et enfin une
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surexpression des récepteurs a ’EGF, EGFR et ERBB?2 potentialise ’EMT (Ignatoski et al
2000, Lorch et al 2004). Enfin, des liens complexes semblent exister entre I’activation de
I’EMT et des MMPs dans la mesure ou 1’activation de I’EMT entraine une augmentation
de D’expression des MMPs. De plus, certaines MMPs sont capables d’induire ou de

favoriser ce processus (Radisky and Radisky 2010).

La signature d’une transition épithélio-mésenchymateuse effective implique la perte
d’expression de marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine, la desmoplaquine ou encore
les kératines et le gain de marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine, la N-
cadhérine ou la fibronectine. L exploration de I’expression de ces marqueurs entre tumeurs
malignes et agressives n’a pas montré de différence d’expression significative en dehors de
I’augmentation de I’expression du géne VIM dans les tumeurs malignes. Une diminution de
I’expression de CDH1 est par contre significativement observée dans les tumeurs malignes
si Ion exclut du groupe des tumeurs agressives la tumeur n°6 ne présentant aucune

altération chromosomique.

L’ensemble de ces observations montre une activation a 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 VIM]I et de
facteurs de transcription impliqués dans ’EMT) dans la progression tumorale des

tumeurs hypophysaires a prolactine agressive vers le phénotype malin.
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B. Implication des altérations spécifiques des tumeurs

malignes dans Pactivation de ’EMT et de la migration

L’analyse comparative des tumeurs malignes et agressives nous a permis de mettre en
¢évidence une série de dérégulations (gain chromosome 1q, perte chromosome 11, mutation
dans les genes CDHII et NTS et enfin dérégulation de microARNs) ayant pour
conséquence principales la dérégulation de geénes impliqués dans la régulation de
I’invasion et de la dissémination métastatique, deux voies activées dans les tumeurs
malignes. Nous avons alors recherché les genes présentant un lien fonctionnel avec la voie
d’invasion mise en évidence par le transcriptome. La liste de ces génes est donnée Table 2.
La hiérarchisation de ces événements est difficile en raison du peu de tumeurs disponibles.
Néanmoins nous avons pu mettre en évidence que le gain observé dans une région du
chromosome 1q entraine la surexpression de genes impliqués dans la régulation de la
migration par 1) la régulation du TGF-beta, 2) la régulation des MMPs et 3) la
potentialisation de I’EMT (Table 2). Il semblerait donc que les altérations
chromosomiques soient antérieures a 1’activation des processus impliqués dans la
dissémination métastatique et constituent une situation propice a l’activation de ces

mécanismes.

Les altérations des chromosomes 1q et 11q observées spécifiquement dans les
tumeurs malignes pourraient étre acquises suite a la prolifération non régulée dans
les tumeurs agressives. La dérégulation des genes touchés par ces altérations
chromosomiques pourrait étre impliquée dans D’activation de la dissémination
métastatique par une transition épithélio-mésenchymateuse partielle ou limitée a un

groupe de cellules.
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PARTIE 2 . Un Mod¢le Incomplet Sans
Les Etapes Précoces
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igenése

identifiées dans la tumor

des altérations

Liste non exhaustive

Table 3
hypophysaire

Table basée sur Melmed S. 2011
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I. Un événement initiateur toujours inconnu

De trés nombreuses ¢études se sont attachées a comprendre les mécanismes impliqués
dans le développement des tumeurs hypophysaires. La comparaison des tumeurs au tissu
normal ou I’utilisation de modéles murins ont permis de mettre en évidence un grand
nombre d’altérations impliquées dans la tumorigénese hypophysaire (Table 3). Pourtant, il
semble que malgré tous ces efforts I’événement initiateur ne soit toujours pas identifi¢. En
effet, si ’'on examine les altérations mises en évidence, on peut s’apercevoir qu’il s’agit de
dérégulations d’expression de genes dont la cause n’est pas toujours identifiée, ou
lorsqu’elle est identifié¢e n’est pas récurrente dans les tumeurs. Par exemple, la
surexpression d ' HMGA?2 est fréquemment observée dans les tumeurs a PRL ou a GH, mais
I’amplification du locus est, elle, beaucoup plus rare (Pierantoni et al 2005). La seconde
observation que 1’on peut faire est que certaines altérations semblent étre spécifiques d’un
type fonctionnel. Par exemple la surexpression d ' HMGA2 est observée exclusivement dans

les tumeurs a GH et PRL (Table 3).

Ces observations soulevent deux questions principales : quelle est la cellule a 1’origine
des tumeurs hypophysaires ? et par voie de conséquence doit-on réellement rechercher un

événement initiateur commun a tous les types fonctionnels de tumeurs hypophysaires ?

II.Le probleme de la cellule d’origine et ses
implications pour la progression fumorale

A. Les populations cellulaires dans hypophyse

Le probléme de 1’identification de la cellule a 1’origine de la tumeur se pose dans tous
les cancers. En effet, il semble crucial de pouvoir identifier cette cellule pour comprendre
les mécanismes impliqués dans le développement d’un cancer. De plus, connaitre la cellule
d’origine permet également une meilleure classification des types tumoraux et par voie de

conséquence une meilleure compréhension du comportement de la tumeur. C’est ce qui est
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Figure 9 : Voie de différenciation des cellules de I’hypophyse.
Figure provenant de Asa SL 2009
Les cellules de I’hypophyse dérivent de 1’ectoderme formant la poche de Rathke.
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proposé par exemple dans le cadre du cancer du sein qui peut avoir différentes origines

cellulaires (Stingl & Caldas 2007).

Dans les tumeurs hypophysaires, la cellule d’origine est I'une des cellules sécrétrices
d’hormone composant 1’hypophyse, expliquant le caractére différencié¢ de ces tumeurs
ainsi que leur croissance lente (Figure 9). Cependant il a été récemment montré que
I’hypophyse humaine contient une population de cellules indifférenciées, capables d’auto-
renouvelement et de donner « naissance » par différenciation a tous les types cellulaires
composant 1’hypophyse (Gleiberman et al 2008, Weiss et al 2009). Cette population

cellulaire pourrait alors étre a I’origine des tumeurs hypophysaires.

B. Implication de la cellule différenciée comme cellule

d’origine

L’hypothese de la cellule sécrétrice d’hormone comme cellule d’origine est supportée
par 1) le caractére différencié des tumeurs hypophysaires, 2) des altérations spécifiques de

chaque type fonctionnel de tumeur hypophysaire, 3) la progression lente des tumeurs.

Si I’on admet I"’hypothese de la cellule différenciée comme cellule d’origine alors deux
scénarii sont possibles pour la progression tumorale des tumeurs hypophysaires a
prolactine : un événement primaire commun ou deux événements spécifiques de chaque

phénotype (Figure 1BC).

Certaines données de la littérature font mention d’altérations de 1’expression de geénes
communes aux deux phénotypes non agressif et agressif comme par exemple la
surexpression de HMGAI1/2, E2F1 et PIT-1 (POUIF1) (D'Angelo et al 2012, Palmieri et al
2012). De plus la comparaison du niveau d’expression de ces trois genes dans les tumeurs
non agressives et agressives par rapport aux deux hypophyses normales semble montrer
une surexpression significative des genes dans les tumeurs par rapport aux tissus normaux
(Figure 10). La différence n’est pas significative entre les deux groupes tumoraux. Etant
donné les relations existant entre ces genes, il est possible d’imaginer un événement
primaire impactant significativement 1’expression d’HMGAI/2 dans les cellules a
prolactine normale. L’activation de ce geéne pourrait donc étre un événement extrémement

précoce dans la tumorigénése des tumeurs a prolactine.
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La bifurcation des voies de prolifération se ferait alors au hasard de ’acquisition des

altérations ou non « drivers » de la progression vers le phénotype agressif (Figure 10).

La seconde situation est plus complexe, car elle fait intervenir deux événements
primaires différents et aucune donnée de la littérature ne présente de comparaison
spécifique d’un phénotype par rapport au tissu normal. Dans cette possibilité il n’y a aucun
événement « driver » commun, et les dérégulations des genes du cycle cellulaire ne sont
que des événements secondaires. Cette hypothese est ¢galement possible puisque ces génes
dérégulés ne sont pas spécifiques des tumeurs hypophysaires et sont dérégulés dans de tres

nombreux cancers.

C. Implication de la cellule progénitrice comme cellule

d’origine

L’hypothése d’une cellule souche comme cellule d’origine est une hypothése séduisante
en particulier si I’on fait I’hypotheése qu’elle serait a I’origine des tumeurs agressives et
malignes. Plusieurs arguments peuvent soutenir cette hypothése: 1) des cellules
progénitrices sont décrites comme 1’origine potentielle de certains sous-types de cancer
comme par exemple le type « claudin-low » de cancers du sein (Stingl and Caldas 2007) ;
2) les cellules progénitrices méme transformées peuvent toujours donner « naissance » a
des cellules différenciées qui composent la masse tumorale (Dick 2008, Reya et al 2001),
donc le fait que les tumeurs hypophysaires soient différenciées n’est pas un obstacle a cette
hypothése, 3) la récurrence post-opératoire des tumeurs agressives pourrait étre causée par

I’existence de ces cellules progénitrices dérégulées.

Si I’on admet cette hypothese alors les événements initiaux ne surviennent pas dans la
méme cellule au départ. Les événements initiaux peuvent alors soit étre différents, soit étre
communs. S’ils sont communs, comme semble le suggérer les données présentées plus
haut, il est alors possible d’imaginer que I’événement primaire aboutissant a la
surexpression d’HMGAI1/2 survienne au hasard dans une cellule progénitrice ou
différenciée. Cela pourrait expliquer que les tumeurs agressives soient plus rares (les
cellules progénitrices pourraient posséder plus de mécanismes de protection puisqu’elles se

divisent) et également que les tumeurs malignes a prolactine soient les plus fréquentes (la
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Figure 11 : Modée¢le 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.
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voie de différenciation vers la cellule a prolactine fait intervenir moins de geénes) (Figure
11). Néanmoins cette hypothése ne semble pas étre la plus probable compte tenu des

données de la littérature.

L’étude de la tumorigénése est 1’étude des événements initiateurs du développement
tumoral et des étapes précoces de la progression. Différentes approches sont possibles pour
¢tudier ces événements : la comparaison entre la tumeur et la cellule d’origine ou I’analyse

de I’hétérogénéité tumorale.

L’analyse des altérations moléculaires impliquées dans la tumorigénése peut étre faite
par la comparaison des tumeurs avec le tissu normal. Néanmoins, 1’hypophyse est
constituée de cellules tres différenciées et €loignées les unes des autres phénotypiquement.
Par conséquent la comparaison de la tumeur avec le tissu normal dans son ensemble ne
semble pas appropriée. Une analyse plus fine nécessiterait donc d’isoler la cellule d’origine
(cellule a prolactine ou cellule progénitrice), a partir de tissu frais par dissociation des
cellules suivi de tri cellulaire ou a partir de tissu congelé¢ par microdissection laser. De
nombreuses méthodes sont aujourd’hui disponibles permettant de travailler a partir d’un
trés faible nombre de cellules et les avancées des techniques de biologie moléculaire
promettent la possibilit¢ d’analyser les différents aspects de la régulation du génome a
partir d’une cellule unique. Ces nouvelles techniques devraient permettre dans un futur
proche d’explorer les différents mécanismes impliqués dans la tumorigénése en comparant

la tumeur a la cellule d’origine.

L’avantage principal de I’identification de 1’événement primaire est de permettre de
construire un modele in vivo de développement et de progression des tumeurs
hypophysaires humaines enticrement basée sur les observations réalisées dans les tumeurs
de I’homme. Un tel modele permettrait d’une part de confirmer la hiérarchie des
événements proposés dans la progression tumorale et d’autre part de tester de nouvelles

drogues ciblant des geénes particuliers.

Les données de la littérature montrent que de nombreuses questions restent en
suspens en particulier concernant la nature de I’événement initiateur. Enfin, la
véracité du modele de progression proposé reste a tester, bien qu’il semble difficile de
construire un modéle de progression in vitro ou in vivo sans avoir identifié au

préalable la cellule d’origine et I’événement initiateur.
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PARTIE 3 . Conclusions et Perspectives
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La classification officielle (WHO) définit trois phénotypes de tumeurs hypophysaires :
les adénomes typiques ou bénins, les carcinomes ou tumeurs malignes avec métastases et
les adénomes atypiques qui sont des tumeurs avec un potentiel agressif, mais ne présentant
pas de métastases. La difficult¢ majeure dans le diagnostic des tumeurs hypophysaires
agressives est ’absence de critéres clairement définis. Récemment, la classification
proposée par Trouillas et al 2013, basée sur de nombreux criteres histologiques,
pathologiques et cliniques a permis d’éclaircir cette situation en définissant 5 grades :
la non invasif, 1b non invasif et prolifératif, 2a invasif, 2b agressif et prolifératif (tumeurs

agressives dans le projet) et 3 carcinome.

Le but de ce projet était d’identifier et de hiérarchiser les altérations moléculaires
spécifiques des tumeurs hypophysaires a prolactine agressive et malignes afin d’une part
de comprendre les mécanismes mis en jeu dans la progression tumorale et d’autre part de
mettre en évidence des événements permettant de confirmer le phénotype agressif défini
sur les critéres clinico-pathologiques. Afin de répondre a ces questions, nous avons utilisé
une approche de génomique intégrative multidimensionnelle comparant dans un premier
temps les tumeurs agressives et malignes aux tumeurs non agressives puis dans un second
temps les tumeurs malignes aux tumeurs agressives. Ces deux comparaisons ont permis la
mise en évidence d’altérations spécifiques respectivement du phénotype agressif et du

phénotype malin.

Parmi les nombreuses altérations moléculaires spécifiques des tumeurs agressives, nous
avons pu mettre en évidence le role particulier de la sous-expression des microARNs miR-
183, miR-744 et miR-98 impliqués dans la régulation de leurs cibles respectives
KIAA0101, TGFBI et E2F2, ainsi que de la perte d’une région du bras p du chromosome
11. Ces altérations sont impliquées dans la stimulation de la prolifération qui semble &tre

une caractéristique des tumeurs agressives.

Dans les tumeurs malignes, nous avons pu mettre en évidence la surexpression de
nombreux genes impliqués dans les processus de dissémination métastatique, notamment
de facteurs de transcription impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse
(ERBB2, ZEB2, SNAI2, FOXC2, TCF3), d’enzymes clés du remodelage de la matrice
extracellulaire (MMP2, 11, 14, 19 et 28) ainsi que la sous-expression de génes impliqués
dans les liaisons cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire (NCAM1, CDHI).
Nous avons également observé la surexpression de quatre microARNs (miR-200c, miR-
106a, miR-181a, miR-9) dont les cibles sont également impliquées dans la dissémination

métastatique.
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De plus, un gain dans le bras q du chromosome 1 et une perte dans le bras q du
chromosome 11 sont également responsables de la dérégulation de geénes impliqués dans la
malignité.

Ainsi, les données moléculaires mises en évidence au cours de ce projet confirment
I’existence et la pertinence du phénotype agressif (grade 2b) proposé dans la classification
de Trouillas et al 2013. De plus, les altérations spécifiques des tumeurs agressives et en
particulier les miRNAs miR-183, miR-744 et miR-98 ainsi que la perte du chromosome
11p, pourraient constituer des marqueurs de diagnostiques a ajouter a ceux déja identifiés
en transcriptome (ADAMTS6, ASK, AURKB, CCNB1, CENPE, CRMP1, et PTTGI) afin de

confirmer le phénotype agressif diagnostiqué en histologie.

Il parait également envisageable d’utiliser les altérations spécifiques des tumeurs
malignes (gain de la région chrlq, perte de la région chrllq, augmentation des MMP2, 11,
14, 19 et 28 et des microARNs miR-200c, miR-106a, miR-181a, miR-9, diminution de
NCAMTI) comme des marqueurs pronostiques de la progression dans la mesure ou les trois

carcinomes ¢étaient des tumeurs de grade 2b a la premiére intervention.

Cependant la valeur de ces altérations pour le diagnostic des tumeurs agressives doit
étre testée sur un trés grand nombre de tumeurs et de types immuno-histochimiques
différents avant d’envisager une utilisation clinique. De la méme maniére, la présence des
altérations spécifiques des tumeurs malignes doit étre analysée sur une large cohorte avec
un suivi clinique au long terme en analyse prospectives afin d’évaluer la possibilité
d’utiliser ces altérations comme marqueurs pronostics du développement métastatique et

ainsi améliorer la prise en charge des patients.

Enfin, il parait intéressant d’explorer le potentiel de certaines de ces altérations comme
cibles thérapeutiques et en particulier les microARNSs. En effet, il est possible de moduler
I’expression des microARNs a 1’aide soit de « miRNA-mimics » qui vont permettre de ré-
exprimer un microARN diminué, soit d’anti-miR qui vont inhiber I’action d’un microARN
trop exprimé en ’empéchant de se lier a sa cible. De plus ces molécules peuvent étre
utilisées en cible principale ou en adjuvant pour sensibiliser les cellules a d’autres drogues
(pour revue : Di Leva et al. 2012). Des études sur des modeles murins ont permis de
montrer 1’efficacité de ces approches dans le cas du cancer du poumon (Trang et al 2010,
2011) et du foie (Ji et al 2009) notamment. Ce type d’approche parait intéressant dans le
cadre des tumeurs hypophysaires car I’injection intra-tumorale est possible lors de
I’intervention chirurgicale dans le cas des tumeurs invasives qui sont difficilement retirées

en totalité.
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Enfin cette méthode peut étre utilisée pour 1’analyse de tous les types tumoraux, méme
ceux présentant des difficultés dans le diagnostic. D’autres groupes ont montré 1’utilité de
ce type d’approche dans des tumeurs présentant des difficultés de diagnostic comme par
exemple les tumeurs de la glande surrénale (Assié et al 2012, Bimpaki et al 2009) ou les
tumeurs de la thyroide (Xing 2013 — revue) ou encore les tumeurs hypophysaires dans le

cadre de I’étude de la tumorigenése (Farrell 2006 — revue).

Pour résumer, ce projet a donc permis

1) de confirmer a I’échelle moléculaire I’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 1’évolution de la thérapie avec les

cibles microARNs

Tout ceci souligne la puissance de ’approche intégrative multidimensionnelle dans
I’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 a fait pertinente pour
I’étude des tumeurs rares puisqu’elle est applicable a de petites cohortes
d’échantillons tumoraux humains. Enfin cette méthode peut étre utilisée pour
I’analyse de tous les types tumoraux, méme ceux présentant des difficultés dans le

diagnostic de la malignité.
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Integrated genomic profiling identifies loss of chromosome 11p

impacting transcriptomic activity in aggressive pituitary PRL tumors.
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INTRODUCTION

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.

remains controversial (11). One way of deciphering the events
cascade involves an integrative genomic approach performed in

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
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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. A more
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
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(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 Sex Age Tumorsize Invasion Pathological group  Postoperative events Chromosome gains Chromosome losses
number (mm?d)
1 M 66 4620 Yes A Recurrence, death 3p, 5,8, 149, 19p Tp
2 F 54 4000 Yes A Recurrence 4q Tp, 11p
3 M 68 5000 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis,  1q,3p, 8g, 9, 14g, 19p  1q, 11
death
4 M b4 6912 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis, 1q, 5, 15g, 19q 11, 17p
death
5 F 31 864 Yes A carcinoma Recurrences, metastasis 1q, 8q 1,4,11,13q, 159
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, 20 139
2 Brain Pathology (2011)
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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 ng) 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 nanochips with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent).

Ten micrograms of biotin-labeled aRNA were fragmented using
5 uL of fragmentation buffer in a final volume of 25 uL, mixed
with 235 uL 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
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TNT bufter, 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™ Expression Analysis 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 ng) was reverse transcribed using Moloney murine
leukemia virus (MMLYV) 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 ¢-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, 5s at
68°C and 8 s at 72°C, followed by 43 cycles consisting of 15 s at
95°C, 5s 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 GAC ACC CTC CTC CTC ATT CA
(DGKZ var 4); forward CAC ATG GCA GTC ACG GCG TCT,
reverse TCT GCT TGT CTG TCA GGC CAG GT (GTF2HI),
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 between A 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=06), 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., 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, 11pl5.1,
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 1lp 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-
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lation of 842 in the A 11pdel when compared with the NA tumors
(Appendix S2). Using Ingenuity Pathway Analysis (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 same A 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, PHF2IA,
MYODI, TRAF6, TSG101, CD44, WT1, GTF2HI and HTATIP?2),
present associations with components of the signaling pathway
found deregulated in the A 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 11pl1, 11p12, 11p13, and 11pl5 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 in A 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 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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Figure 4. /mpact 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
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deleted PRL tumors (n = 5); PRL = prolactin.

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 arm was 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
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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 or AIP 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 GTF2HI) met our three criteria and may
consequently be involved in the aggressive behavior of PRL
tumors.

The 7SG101 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 TSGI101 was observed in metastatic breast cancer (45), thus
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supporting a malignancy-suppressing role of this gene rather than a
tumorigenesis-suppressing role. The GTF2HI 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 7ip30, 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 6. Proposed model of prolactin (PRL)
tumor progression. The structural alterations
of genomes seem to be an early event in
PRL tumor development. Discrete and
sparse alterations led to a nonaggressive
phenotype. Specific loss of the p arm of
chromosome 11 impacts the gene
expression, leading to deregulation of cell
growth and inducing the aggressive
phenotype. Afterward, loss of the g arm of
chromosome 11 occurs in the aggressive
tumor group and may contribute to
malignant phenotype of PRL tumors.

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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ABSTRACT

Modulation of microRNAs (miRNAs) expression in many types of cancer has led to
suspicions of their implication in crucial steps during tumor progression including their
potential role as driving genes. Here, we used an integrative genomic approach associating
global miRNA expression, transcriptomic and DNA structure analyses, performed on the
same samples, to assess the role of miRNA within the hierarchical events cascade occurring in
prolactin (PRL) tumors during progression towards aggressiveness. By this approach, we
observed the down-regulation of three miRNAs (miR-183, miR-98, and miR-744) in
aggressive vs. non-aggressive PRL tumors. MiR-98 and miR-744 were already demonstrated
to regulate respectively E2F2 and TGFBI which are both up-regulated in the aggressive vs.
non-aggressive PRL tumors. Moreover, we found by functional analysis, that miR-183 acted
as an anti-proliferative gene by targeting K/I440101.The integration of miRNome data with
those obtained previously by transcriptomic and genotyping analysis showed 1) that the
deregulation of miRNA could explain the over-activation of genes involved in cell
proliferation observed specifically in PRL aggressive tumors 2) that the down-regulation of
miRNA expression cannot be explained by the alterations of DNA structure. Our work allows
us to propose a model of PRL tumoral progression towards aggressiveness. Importantly, those
data also demonstrate the ability of such an integrative genomic strategy, applied in the same
human tumors, to identify the molecular mechanisms responsible for tumor progression even
from a small cohort of patients. Therefore, this study based on an integrative genomic strategy

allows us to propose a model of PRL tumoral progression towards aggressiveness.
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INTRODUCTION

The endocrine pituitary tumors, originated from a single cell (Asa and Ezzat 2009) are
slow-growing tumors and present different phenotypes of the tumoral behavior: non-invasive,
invasive, aggressive with recurrences and malignant with metastases. They are an interesting
model to study tumor development and progression, particularly its first steps. Our group
previously studied this tumoral progression in the prolactin (PRL) tumors which have been
characterized clinically, histologically, molecularly and genetically (Raverot, et al. 2010;
Trouillas, et al. 2013; Wierinckx, et al. 2007). Recently, a new classification of the 5 types of
the pituitary tumors (GH, PRL, ACTH, FSH-LH and TSH), introducing a grading taking into
account the invasion and the proliferation has been proposed. (Trouillas et al. 2013).
However, the molecular events responsible for tumor progression from aggressive to

malignant phenotype remain unknown.

Transcriptomic studies performed on all types of pituitary tumor compared to normal
pituitary have highlighted different deregulated genes and pathways [review in (Wierinckx, et
al. 2010). However, as all tumor types were combined and compared to normal pituitary the
comparison of gene expression was appropriate to decipher mechanisms involved in the
tumorigenesis but not those involved in the tumoral progression. A recent study coupling
transcriptomic and DNA copy number analyses performed on one subtype of pituitary tumor,
the prolactinoma (PRL tumors), based on coupling transcriptomic and DNA copy number
analyses, revealed the deregulation of genes connected in a specific signaling pathway
controlling cell proliferation, as well as an allelic loss in chromosome 11 specifically
associated with aggressiveness and malignancy (Raverot et al. 2010; Wierinckx et al. 2007,
Wierinckx et al. 2010; Wierinckx, et al. 2011). Nevertheless the driving role of theses

alterations during progression towards aggressiveness is still unknown.
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To decipher the driving event(s) leading to aggressive and malignant phenotypes of
PRL tumor, we explored the global alterations of microRNAs (miRNAs) expression.
MicroRNAs are a class of small non-coding RNAs, of about 21-25 nucleotides in length,
involved in post-transcriptional regulation of gene expression (Bartel 2004). They act by
binding to 3’-untranslated regions (3’-UTR) of target mRNAs causing inhibition of translation
or mRNA degradation (Bartel 2004). Several studies have shown that miRNAs are
deregulated in many types of cancer and act as tumor suppressors or oncogenes depending on
the function of the targeted genes [for review(Calin and Croce 2006; Ma and Weinberg
2008)]. Moreover miRNAs seem to be involved in the regulation of many steps of tumor
progression (Ma and Weinberg 2008; Santarpia, et al. 2010) defined as the hallmark of cancer
(chronic proliferation, resistance to cell death, unlimited replicative potential, induction of

angiogenesis, invasion and metastasis) (Hanahan and Weinberg 2011).

Many studies have explored the role of miRNA in pituitary tumorigenesis by
comparing tumoral to normal pituitary [Supplementary Table 1 for summary: (Amaral, et
al. 2009; Bottoni, et al. 2005; Bottoni, et al. 2007; Butz, et al. 2010; Butz, et al. 2011;
Cheunsuchon, et al. 2011; D'Angelo, et al. 2012; Mao, et al. 2010; Palmieri, et al. 2012;
Palumbo, et al. 2013; Qian, et al. 2009; Stilling, et al. 2010; Trivellin, et al. 2012; Wang, et al.
2012)]. To our knowledge only one study has explored miRNA alteration in malignancy

(Stilling et al. 2010).

In this study we have performed a genome-wide exploration of miRNA expression in
the same non-aggressive and aggressive PRL tumor samples as those used in earlier analyses
(Wierinckx et al. 2007; Wierinckx et al. 2011). We then integrated the miRNA signatures
with the transcriptomic and genomic DNA copy number variation data obtained in these
previous studies. Moreover, we propose a strategy of data filtering to find candidate miRNAs

involved in acquisition of malignancy.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue Samples

The 26 PRL tumors, surgically removed are part of the Hypopronos cohort All tumors were
immunostained with PRL antibody and classified according to the new clinicopathological
classification (Trouillas 2013) and gathered into two groups (Wierinckx 2011): non-
aggressive (NA: n= 20) including grade la, and 2a (non-invasive, and invasive non-
proliferative) and aggressive (A: n=6) including 3 tumors grade 2b (invasive and
proliferative) and 3 tumors grade 3, considered as malignant), These last tumors were
classified grade 2b after the first surgery, but based on the occurrence of metastases during the
follow-up, they were classified as grade 3 and considered as malignant . Genetic analysis was
performed on frozen fragments that had been stored at -80° C (Neurobiotec Bank, Lyon,

France). The main clinical and pathological data are shown in Table 1.

Isolation of total RNA

Total RNA from pituitary tumors and normal pituitary was extracted using the miRNeasy
Mini kit with DNAse treatment (Qiagen, Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s
protocol. Total RNA from cell lines were extracted using miRNeasy Micro kit with DNase
treatment (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. Total RNA yield was measured
by the OD260 and the purity confirmed as reaching an A260/A280 ratio of 1.9-2.1 on
Nanodrop ND-1000. The quality was evaluated on nanochips with the Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) according to the manufacturer’s

protocol.

Microarray processing and analysis
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Global miRNA expression was assessed on 8 NA and 4 A (Table 1, in bold) tumors using
Human miRNA Microarray v3, 8x15k from Agilent Technologies. Microarrays were
processed as described in miRNA Microarray System with miRNA Complete Labeling and
Hyb Kit version 2.4 September 2011 (available on http://www.genomics.agilent.com).
Microarrays were scanned on Agilent Scanner Type C. Data were extracted using Agilent
feature extraction software 10.7. Data files (.txt) from Feature Extraction were then
normalized using spikes in Genespring Software 7.0 (Agilent Technologies). Statistical
analysis was performed using Genespring software 7.0 to isolate differentially expressed
miRNAs in aggressive-invasive vs. non-aggressive tumors. A miRNA transcript was
considered to be differentially expressed in the comparison if the difference gave a p-value of
0.05 in Welch ANOVA parametric test, and showed a 1.5 fold variation. Data are available on

GEO database under following number: GSE46294.

TaqMan Low Density Array Analysis

TagMan Low density Array (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) allowed the
interrogation of a large subset of miRNAs by RT-qPCR in a single assay. Briefly, 500 ng of
total RNA were used for cDNA synthesis with the TagMan microRNA Reverse Transcription
kit according to the manufacturer’s protocol. Then miRNA expression analysis was
performed by Real-Time PCR using the TagMan MicroRNA Array (Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s protocol and run on 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Threshold cycle (Ct) values provided an index of miRNA level. The
level of miRNA RNUG6 was used as an internal standard. The values were obtained using RQ
Manager Software for analysis (Applied Biosystems). The detection limit was at 32 Ct.
Comparison between samples was made using Genespring software 7.0 (Agilent

Technology).
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miRNA RT-qPCR

Single miRNA expression was assessed in cell lines and 26 PRL tumors (20 non aggressive
and 6 aggressive tumors) using TagMan microRNA assay (Applied Biosystemss). Assays
with the following identification numbers were used in this study: miR-183 n°002269; miR-
98 n°000577; miR-744 n°002324; miR-let-7g n° 002282; RNU6B n°001093. Briefly, RT
primers were multiplexed to obtain mixed RT primers at 62.5 nM each. Then 40 ng of total
RNA were reverse transcribed using the TagMan microRNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems) with the following modifications: primers at a 12.5 nM final
concentration, ANTP at 2 nM final concentration, 100 U of MultiScribe Reverse Transcriptase
per reaction, RT Buffer 1X final concentration and 5U of RNase inhibitor per reaction. The
RT program used was 30 min at 16°C, 30 min at 42°C, and 5 min at 85°C. MicroRNA levels
were analyzed by qPCR using TagMan small RNA assay at 1X final concentration and
TagMan Universal PCR Master Mix Il No UNG at 0.5X final concentration and run on a
7900HT Fast Real-Time PCR System with the following cycle: standard mode, 10 min at
95°C then 40 cycles of 95°C for 15 sec, 60°C for 60 sec. Analysis of relative miRNA
expression was measured using has-let-7g and RNU6B as a reference with RQ Manager

Software (Applied Biosystems).

Gene expression analysis

500 ng of total RNA were reverse transcribed using the iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) following the manufacturer’s protocol. The cDNA synthesized was
measured by RT-qPCR using FAST SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)
following the manufacturer’s recommendations. The PCR program was as follows: 95°C for
20sec then 40 cycles of 95°C for 1sec and 60°C for 20sec on a 7900HT Fast Real-Time PCR

System. Relative expression analysis was performed using RQ Manager Software (Applied

erc@endocrinology.org
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Biosystems) with RPL4 gene as a reference. Primers were designed using the NCBI Primer-

Blast algorithm. All primers are listed in supplementary Table 2.

Cell Culture and Transfection

HeLa cells (high proliferative rate) were cultured in DMEM with 10% FBS and 1%
penicillin/streptomycin (PS). ZR-75-1 cells (mammary epithelial cancer cell line, low
proliferative rate) were cultured in RPMI with 10% FBS, 1% Pyruvate and 1% PS.
Transfection of pre-miR miRNA precursor (Ambion for Life Technologies) was performed
using 100 nM final concentration of pre-miRNA precursor with SIPORT NeoFX Transfection
Agent (Ambion) following the manufacturer’s instructions. The reference number of pre-miR-
miRNA precursors were as follows: miR-183 n°PM10426; miR-98 n°PM12830; miR-744
n°PM13047; pre-miR has-miR-1 miRNA precursor positive control and pre-miR miRNa
precursor molecules negative control #1. Transfections of plasmids were performed using

FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega) following the manufacturer’s instructions.

Plasmids and constructs

The human pre-microRNA Expression Construct Lenti-miR-183 (MI0000273) and Scramble
control hairpin in pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP (CD511B-1) were from System
Biosciences (SBI, Mountain View, CA, USA). A pcDNA3 plasmid containing ETS2-flag
purchased from Addgene (Li, et al. 2008) was used to express ETS2 or an empty pcDNA3 as
control. The pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega,
Madison, WI, USA) was used to measure the activity of miR-183 matching the target
sequence in KIAAO0101 cloned in 3’UTR of luciferase (5°-
AAACTAGCGGCCGCTTTGATTATTGGAATGGTGCCATATTGT-3' as sense and 3°-
TTTGATCGCCGGCGAAACTAATAACCTTACCACGGTATAACAGATC-5’as antisense)

or with mismatch sequence within seed (5°-
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AAACTAGCGGCCGCTTTGATTATTGGAATGGTAAATATTGT-3' as sense and 3’-
TTTGATCGCCGGCGAAACTAATAACCTTACCACGGTATAACAGATC-5’as antisense)

following the supplier’s instructions

Protein Expression Analysis

Cells were RIPA buffer supplemented with a complete protease inhibitor cocktail (Roche).
Protein expression was examined by western blot using mouse monoclonal anti-KIAA0101 ab
56773 (Abcam, Cambridge, UK), rabbit polyclonal anti-ETS2 sc-351 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), and monoclonal anti-B-actin clone AC-15 (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) for primary detection. Horseradish peroxidase-conjugated
rabbit anti-mouse and goat anti-rabbit polyclonal antibodies (Dako, Denmark) were used as
secondary antibodies. Western blots were revealed using western-blotting Luminol reagent

(Santa Cruz Biotechnology).

Chromatin Immunoprecipitation Assay

The HeLa cells were fixed in medium with 1% formaldehyde during 20 minutes and then
harvested in SDS Lysis Buffer (50 mM Tris HCI pH 8.1, 10 mM EDTA and 1% SDS) with
added protease inhibitors. Chromatin was then sonicated using 25 cycles of 30 sec ON/OFF
on a Diagenode UCD-300 sonicator. Sheared chromatin was pre-cleared using sepharose
beads (Sigma Aldrich) followed by overnight incubation of 5 pg of anti-ETS2 (sc-351, Santa
Cruz Biotechnology) or 5 pg of rabbit anti-mouse IgG (Dako) as a background control.
Samples were then incubated with blocked GammaBind G Sepharose Beads (GE Healthcare
Life Sciences, Freiburg, Germany) and eluted in Elution buffer (NaHCO3 0.1M, 1% SDS).
Untreated chromatin was used as input. Purified DNA was used in the qPCR reactions for

analysis. All primers are listed in supplementary Table 4.
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RESULTS

1. miRNAs are globally deregulated in aggressive vs. non-aggressive human PRL

tumors.

In 12 PRL tumors classified according to the new classification (Trouillas et al 2013)
and gathered into two groups (Wierinckx et al 2011): aggressive tumors (n=4) and non-
aggressive tumors (n=8) (Table 1, samples in bold), miRNA expression levels were assessed
in non-aggressive and aggressive PRL tumors using Human miRNA Microarray V3 (Agilent
Technologies) and analyzed with GeneSpring Software 7.0. Signature comparison revealed a
downregulation of 13 miRNAs and upregulation of one miRNA in aggressive compared to
non-aggressive tumors (Table 2). A technical validation of microarrays was performed using
TagMan Low Density Assay (TLDA, Applied Biosystems) on the same samples and all the
miRNAs interrogated by the TLDA assays presented the same changes in expression (Table

2).

2. Specific miRNAs regulate taget genes involved in cell proliferation

A previous transcriptomic analysis using Codelink microarray performed on the same
human PRL tumors revealed an upregulation of 184 genes and a downregulation of 137 genes
in the aggressive when compared to the non-aggressive tumors (Wierinckx et al 2011). Some
of these genes are interconnected in a pathway which is specifically up-regulated in
aggressive tumors (Wierinckx et al 2011), and are involved in the control of cell cycle and
proliferation. For the purpose of simplification, herein we will refer to this pathway as the

“aggressive pathway” (Figure 1).
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To identify targets of the deregulated miRNAs we chose two approaches. The first
consisted of combining data from a meta-analysis of the literature with our transcriptomic
data to identify already described targets of miRNA which are deregulated in the context of
PRL tumors. By this approach we identified two genes, E2F2, TGFBI, that are up-regulated
in aggressive vs. non-aggressive tumors and which are known to be regulated by miR-98 and
miR-744 respectively (Table 2) (Bhat-Nakshatri, et al. 2009; Martin, et al. 2011). Both of

these genes are linked to the “aggressive pathway” (Figure 1).

The second approach involved the prediction of miRNA targets using predictive
databases and an additional filtering strategy. The filtering strategy consisted in: 1)
considering only mRNA targets predicted by two databases (TargetScan and microRNA.org);
and 2) considering only messengers RNA with variations in expression from transcriptomic
data that were inversely correlated to associated miRNA; and finally 3) selecting only mRNA
targets linked to the “aggressive pathway”. By this approach we identified 541 predicted
targets, among which only 22 genes presented a variation of expression in aggressive vs. non-
aggressive tumors that was inversely correlated to their associated miRNA (Table 2). Using
Ingenuity Pathway Analysis Software on these 22 genes, we found that 7 of these genes were
predicted to be regulated by 2 miRNAs (KI440101 by miR-183; CENPK, CCNB2, AURKB,
UBE2T, THBSI by miR-98), all of which were linked to the “aggressive pathway” (Figure 1).
RT-qPCR based assessment of the variation in expression of all these genes and associated
miRNAs in an extended cohort of 26 PRL tumors including those analyzed by microarray

(NA n=20 and A n=6) showed consistent deregulation of expression (Figure 2).

3. miR-183 regulates KIAA0101 by direct interaction with 3’UTR
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In order to verify if miR-98 and miR-183 truly regulate their predicted target, we
overexpressed these miRNAs using premiR miRNA precursors in HelLa and ZR-75-1 cell
lines and measured the effect on the expression levels of the predicted target by RT-qPCR.
These cell lines were used because the miRNAs of interest are expressed at very low levels
endogenously and present two different proliferation rates (very high with HeLa cells and low
with ZR-75-1). Overexpression of miR-98 had no significant effect on predicted target
expression at the mRNA level. In contrast, overexpression of miR-183 induced a strong and
significant downregulation of K/AA0I10! which is described as an oncogene when

overexpressed (Hosokawa, et al. 2007) and is involved in the “aggressive pathway”.

Post-transcriptional regulation of K/IAA0101 expression by miR-183 was assessed in
vitro by monitoring K/I4A0101 mRNA and protein levels in HeLa and ZR-75-1 cell lines 48h
after transfection of pre-miRNA-183. First, we confirmed that transfection of pre-miRNA-183
leads to a strong and significant overexpression of mature miR-183 using TagMan microRNA
Assay (Figure 3A). Following this miR-183 overexpression we observed a strong decrease in
KIAA0101 mRNA and protein levels in both cell lines (Figure 3A). The miR-183 was found
to inhibit KIAA0101 expression by directly interacting with mRNA 3’UTR as shown by
luciferase-reporter assay. Moreover the specificity of miR-183 binding was assessed using a

mutation in the sequence of KI4A40101 that is bound by miR-183 seed (Figure 3B).

4. miR-183 overexpression decreases cell proliferation

Since KIAA0101 overexpression has been described to promote proliferation (Jain, et
al. 2011), we decided to assess the effect of miR-183 overexpression on HelLa and ZR-75-1
cell lines. We performed growth curves on three independent experiments overexpressing

miR-183 in each cell line. As shown on Figure 4A, miR-183 overexpression in HeLa and ZR-
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75-1 cell lines led to a significant slowdown in cell growth. Moreover, evaluation of the
distribution of cell cycle phases at 120 h after miR-183 overexpression, using FACS analysis
with propidium iodide labeling, showed that S phase tended to be delayed which could

explain the decrease of proliferation rate (Figure 4B).

5. MiR-183 expression is controlled by the transcription factor ETS2.

The main mechanisms revealed to date underlying the regulation of miRNA
expression are changes in chromosome copy number or DNA methylation (Di Leva and
Croce 2010). The analysis of these mechanisms in human PRL-tumors showed no significant
differences between aggressive and non-aggressive tumors for each miRNA analyzed (miR
98, mir744 and miR183) (data not shown). We therefore decided to search for a transcription
factor that could potentially be involved in regulating the expression of these three miRNAs.
Computational analysis of miR-183, miR-98 and miR-744 promoters using PROMO
algorithm (Farre, et al. 2003; Messeguer, et al. 2002) showed that 60 transcription factors
could potentially regulate miR-183, and 64 could potentially regulate miR-98 and miR-744
(Supp. Table 4). Among all the transcription factors, 52 could potentially regulate all three
miRNAs. Correlations between the expression of transcription factors and miRNA were
calculated using Spearman test and only ETS2::miR183 (1=0.43, p=0.0167) showed
significant correlation in the pituitary tumors studied (Figure SA and Supp Table 4). We
then tested the effect of overexpressing ETS2 in HeLa and ZR-75-1 cell lines on miR-183 and
its target KIAAO101. As shown in figure 5B, overexpression of E7S2 in both cell lines
significantly increased miR-183 expression. Moreover, exogenous expression of ETS2 led to

a decrease of KIAAO0101 at the protein level potentially through the observed increase in
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310 expression of miR-183. Finally, chromatin immunoprecipitation experiments revealed that

311  ETS2 directly regulates miR-183 expression by binding its regulatory regions (Figure 5C).

312

313

314  DISCUSSION

315  This study explores the role of miRNA in the progression of PRL tumors and attempts to
316  characterize the hierarchical molecular events leading to malignancy by integrating miRNA
317  signatures with previously obtained transcriptomic and genotyping data from the same tumor
318  samples. To reduce the complexity of the analysis we chose to focus on genes connected to a
319 signaling pathway that has previously been highlighted as being upregulated in aggressive
320 PRL- tumors (Wierinckx et al. 2010; Wierinckx et al. 2011). While various studies on
321 miRNAs in pituitary tumors have compared miRNA deregulation between normal and
322 tumoral pituitary tissues (Supplementary data 1 for summary) thus highlighting miRNA
323  involved in pituitary tumorigenesis. To our knowledge only one other study has investigated
324 miRNA in tumoral progression by comparing the differences between adenomas and

325  carcinoma in ACTH pituitary tumors (Stilling et al. 2010).

326 To assess the role of miRNA deregulation in the progression of PRL tumors, we performed
327  the first global miRNA expression analysis in aggressive and non-aggressive PRL tumors.
328 Fourteen miRNAs were identified as significantly deregulated between the two tumor
329  phenotypes. We observed that some recurrent miRNA identified in different studies on
330 tumorigenesis process (tumoral vs normal tissues) are also seen deregulated in our study such
331  as miR-23b, miR-148a, miR-107 or miR-103-1, miR-98 and miR-744 but their deregulation
332 folds were not similar. Among these miRNAs we focused our study on miR-98, miR-744 and

333  miR-183 found to be significantly downregulated in aggressive vs. non-aggressive PRL-
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tumors and known to target genes involved in the “aggressive pathway”. MiR-98 has
previously been shown to be involved in the tumorigenesis of pituitary tumors and was
described as being downregulated in GH pituitary tumors as compared to normal pituitary
samples (Qian et al. 2009) and being able to directly inhibit HMGA2 (Hebert, et al. 2007). It
was shown that upregulation of this gene has a critical role in pituitary tumorigenesis
(D'Angelo et al. 2012; Fedele, et al. 2006; Finelli, et al. 2002; Palmieri et al. 2012; Pierantoni,
et al. 2005). It is worthwhile to observe that miR-98, belonging to the let7 miRNA family, is
recognized as a tumor suppressor (Di Leva and Croce 2010). Similarly, MiR-744 was found
downregulated in macro GH-adenomas vs. micro GH-adenomas suggesting an anti-tumoral

role for this miRNA in GH pituitary tumors (Mao et al. 2010).

Interestingly, miR-183 has been found downregulated in neuroblastoma (Deubzer, et al.
2013), pancreatic cancer (Wellner, et al. 2009), lung cancer (Lin, et al. 2012; Wang, et al.
2008), ovarian cancer (Li, et al. 2012) and osteosarcoma (Zhao, et al. 2012; Zhu, et al. 2012)
when compared to corresponding normal tissues. It was shown in several studies that
overexpression of miR-183 in corresponding cell lines inhibits cell growth and invasion (Li et
al. 2012; Wang et al. 2008; Zhu et al. 2012). These data are consistent with our study
supporting a decrease in cell proliferation of HelLa and ZR75 cells after transfection with the

miR-183.

As the oncogenic or tumor suppressor role of the miRNA depends on the messenger RNA
they target, we applied an integrative approach combining data on miRNA global expression
with those obtained previously by target prediction algorithms and transcriptomic analysis on
the same human PRL tumors. This approach highlighted two genes E2F2 and TGFBI already
known to be regulated by miR-98 and miR-744 respectively (Bhat-Nakshatri et al. 2009;
Martin et al. 2011). E2F2 gene is involved in the control of G1/S phase transition and S phase

progression and it’s overexpression has been described in many cancers where it is thought to

erc@endocrinology.org



359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

Manuscript submitted for review to Endocrine-Related Cancer

promote cell proliferation (Lavia and Jansen-Durr 1999). A role is emerging for TGF-f in
driving tumoral progression through different mechanisms favoring immunosuppressive
activity, pro-angiogenic effects and epithelial to mesenchymal transition, the latter of which is
important in the development of metastasis (Katsuno, et al. 2013). Interestingly, our
integrative analysis identified K/I440101 as a new putative target for miR-183. In vitro, we
showed that miR-183 decreased the expression of KIAA0101 at both the mRNA and protein
levels by directly binding onto 3’UTR. We observed that KI440101 is overexpressed in
aggressive vs. non-aggressive PRL tumors. KI440101 overexpression is often correlated with
tumoral grade and lower survival in hepatocellular carcinoma (Yuan, et al. 2007), human non-
small cell lung cancer (Kato, et al. 2012), adrenocortical tumors (Jain et al. 2011), gastric
cancer (Liu, et al. 2012), and breast cancer (Kais, et al. 2011). In these studies the
overexpression of KI4A0101 was shown to promote transformation and proliferation. In
contrast, inhibition of KI440101 by shRNA experiments led to inhibition of cell proliferation
(Hosokawa et al. 2007). Consistently with these findings we have demonstrated that miR-183-
mediated KI440101 silencing decreased HeLa and ZR-75-1 proliferation by deregulation of
cell cycle progression. Altogether these data suggest that downregulation of miR-98, miR-744
and miR-183 induces E2F2, TGFBI and KIAA0I01 overexpression which in turn stimulates

cell proliferation and thus progression towards an aggressive phenotype.

To explain the loss of miR-183, miR-98 and miR-744 expression in aggressive PRL tumors,
we firstly analyzed genetic alteration and DNA methylation in these miRNA genes. Despite
extensive analyses no DNA sequence alterations was detected for any miRNA studied (data
not shown). We then decided to analyze the deregulation of transcriptional activators of miR-
183, miR-98 and miR-744. Among all the transcription factors with potential involvement in
the regulation of the three miRNAs altogether, only ETS2 expression could be shown to

correlate with miR-183 expression. Indeed, we demonstrated in this study that £7S2 activates
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miR-183 expression by directly binding its regulatory regions. The role of E7S2 in tumoral
progression is controversial. Nevertheless it was shown that KO-E7S2 in intestinal stem cells
increases colonic tumor frequency (Munera, et al. 2011). Moreover, ETS2 overexpression was
described to activate p53-dependent apoptosis in a context of Down’s syndrome (Wolvetang,
et al. 2003) and to inhibit migration and invasion capacities of gastric cancer cells (Liao, et al.
2012). In agreement with these data, we found ETS2 to be downregulated in aggressive vs.
non-aggressive human PRL tumors, likely accounting for the decreased miR-183 expression

in the same tumors.

In conclusion, integration of the miRNA signature with data obtained by previous
transcriptomic and genome studies, has allowed us to propose a model for the PRL tumor
progression towards an aggressive and malignant phenotype. Indeed, we propose that the
downregulation of specific miRNAs such as miR-183, miR-98 and miR-744, perhaps through
the inhibition of transcription activators, leads to the overexpression of some key genes
(KIAA0101, E2F2 and TGFBI) connected in the “aggressive pathway” that is specifically
upregulated in aggressive tumors. This deregulation of the cell cycle would induce an
uncontrolled proliferation that allows the acquisition of advantageous alterations such as the
loss of chromosome 11p observed specifically in the aggressive PRL tumors (Wierinckx et al.
2011). This chromosomal alteration would in turn impact the expression of key genes leading
to the overactivation of cell proliferation and acquisition of supplementary alterations specific

to the malignant phenotype. (Figure 6).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: The “aggressive pathway”

Upregulated genes (light grey) and downregulated genes (dark grey) are interconnected in a
pathway involved in cell cycle control. miRNAs and their predicted targets are linked by bold
lines. The demonstrated targets are linked by continued lines whereas predicted ones are
linked by dotted lines. The genes HTATIP2, DGKZ, CD44, TSGI10l and GTF2HI are

downregulated and present an allelic loss (chrl1p region) (Wierinckx et al. 2011)

Figure 2: Expression of miRNA and predicted targets in human PRL tumors

Relative expression of miRNAs and target genes were assessed by RT-qPCR in aggressive
(A; n=6) and non-aggressive (NA; n=20) human PRL tumors. Statistical relevance was tested

using unpaired t-test. * P < 0.05; ** p <0.005; *** p <0.0001

Figure 3: miR-183 directly regulates K14A40101 expression by binding on 3’UTR.

(A) miR-183 and KI4A40101 expression levels were assessed by RT-QPCR. Transfection of
pre-miR-183 precursor led to a strong increase in miR-183 expression in HeLA and ZR-75-1
cell lines compared to negative control miRNA precursor transfection. Consequently,
KIAA0101 expression was strongly decreased in both cell lines transfected with pre-miR-183
precursor compared to negative control. KIAAO101 protein level decreased in both cell lines
overexpressing miR-183 compared to negative control (scramble) transfected cells. (B)
Predicted binding site of miR-183 in KI440101 3> UTR was cloned in 3’ of the luciferase

sequence (match sequence). As a negative control, a mismatch sequence is the seed was
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cloned in 3’ of the luciferase gene. Moreover normal luciferase was also used. The luciferase
assay clearly showed that luciferase activity is decreased only when miR-183 is
overexpressed in the presence of match sequence. Statistical relevance was assessed using t-

test * P < 0.05; ** p <0.005; *** p <(0.0001

Figure 4: miR-183 induced cell accumulation in S phase thus decreasing cell

proliferation.

(A) HeLa and ZR-75-1 cell lines overexpressing miR-183 showed a significant decrease in
cell proliferation compared to scramble control transfected cells. Growth curves were
performed by counting viable cells after miR-183 or scramble control transfection every day
for 5 days. (B) HeLa and ZR-75-1 cell lines overexpressing miR-183 seemed to get stuck in
S-phase of the cycle when compared to scramble control transfected cells. Cell cycle analysis
was performed by propidium iodide staining of cells 120h after miR-183 or scramble control
transfection. Stained cells were analyzed on the LSRII FACS System to assess cell cycle
phases. Statistical relevance was assessed using t-test * P < 0.05; ** p < 0.005; *** p <

0.0001

Figure 5: The transcription factor ETS2 regulates miR-183 expression

(A) ETS? relative expression was assessed in 20 non-aggressive and 6 aggressive human PRL
tumors by RT-qPCR and a correlation graph was made between miR-183 and E7S2
expression levels. (B) HeLa and ZR-75-1 cell lines overexpressing £7S2 showed an increased
miR-183 expression compared to scramble control transfected cells. Moreover in ZR-75-1

cells expressing ETS2, KIAA0101 was decreased at the protein level as compared to scramble
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control transfected cell. (D) ChIP assays using antibody directed against E7S2 showed a
significant enrichment of E7S2 binding sites in the miR-183 regulatory regions (R1 to R4) by
gPCR compared to background control. Regions containing no E7S2 binding sites (RO)
showed no enrichment. Statistical relevance was assessed using t-test * P < 0.05; ** p <

0.005; *** p <0.0001

Figure 6: Model of PRL tumoral progression towards an aggressive phenotype

N: Normal cell; P1-3: Predisposed cells 1 to 3; NA: non-aggressive tumors; A: aggressive
tumors and M: malignant tumors (carcinomas). As described in the main text, miRNA
downregulation induces a specific progression towards a malignant phenotype involving
secondary genetic alterations whereas absence of miRNA deregulation leads to a non-

aggressive phenotype.

TABLES

Table 1: Tumor Classification

Table 2: Deregulated miRNA in aggressive vs. non-aggressive tumors

Table 3: Predicted targets of deregulated miRNA showing inversely correlated levels of

expression

SUPPLEMENTARY DATA
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620 Table 1: Summary of the literature on miRNA deregulation during human pituitary

621  tumorigenesis.

622 Supplementary Table 2: List of primers used for PCR in the study

623  Supplementary Table 3: Transcription Factor Predicted to bind the miR-183 regulatory

624  regions sequence

625
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Figure 1: The “aggressive pathway”

Upregulated genes (light grey) and downregulated genes (dark grey) are interconnected in a pathway
involved in cell cycle control. miRNAs and their predicted targets are linked by bold lines. The demonstrated
targets are linked by continued lines whereas predicted ones are linked by dotted lines. The genes HTATIP2,
DGKZ, CD44, TSG101 and GTF2H1 are downregulated and present an allelic loss (chrl1p region) (Wierinckx

et al. 2011)
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Figure 2: Expression of miRNA and predicted targets in human PRL tumors
Relative expression of miRNAs and target genes were assessed by RT-qPCR in aggressive (A; n=6) and non-
aggressive (NA; n=20) human PRL tumors. Statistical relevance was tested using unpaired t-test. * P <

0.05; ** p < 0.005; *** p < 0.0001
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Figure 3: miR-183 directly regulates KIAA0101 expression by binding on 3'UTR.

(A) miR-183 and KIAA0101 expression levels were assessed by RT-QPCR. Transfection of pre-miR-183
precursor led to a strong increase in miR-183 expression in HeLA and ZR-75-1 cell lines compared to
negative control miRNA precursor transfection. Consequently, KIAA0101 expression was strongly decreased
in both cell lines transfected with pre-miR-183 precursor compared to negative control. KIAA0101 protein
level decreased in both cell lines overexpressing miR-183 compared to negative control (scramble)
transfected cells. (B) Predicted binding site of miR-183 in KIAA0101 3" UTR was cloned in 3’ of the luciferase
sequence (match sequence). As a negative control, a mismatch sequence was cloned in 3’ of the luciferase
gene. Moreover normal luciferase was also used. The luciferase assay clearly showed that luciferase activity
is decreased only when miR-183 is overexpressed in the presence of match sequence. Statistical relevance
was assessed using t-test * P < 0.05; ** p < 0.005; *** p < 0.0001
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Figure 4: miR-183 induced cell accumulation in S phase thus decreasing cell proliferation.

(A) HeLa and ZR-75-1 cell lines overexpressing miR-183 showed a significant decrease in cell proliferation
compared to scramble control transfected cells. Growth curves were performed by counting viable cells after
miR-183 or scramble control transfection every day for 5 days. (B) HeLa and ZR-75-1 cell lines
overexpressing miR-183 seemed to get stuck in S-phase of the cycle when compared to scramble control
transfected cells. Cell cycle analysis was performed by propidium iodide staining of cells 120h after miR-183
or scramble control transfection. Stained cells were analyzed on the LSRII FACS System to assess cell cycle
phases. Statistical relevance was assessed using t-test * P < 0.05; ** p < 0.005; *** p < 0.0001
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Figure 5: The transcription factor ETS2 regulates miR-183 expression
(A) ETS2 relative expression was assessed in 20 non-aggressive and 6 aggressive human PRL tumors by RT-
gPCR and a correlation graph was made between miR-183 and ETS2 expression levels. (B) HeLa and ZR-75-
1 cell lines overexpressing ETS2 showed an increased miR-183 expression compared to scramble control
transfected cells. Moreover in ZR-75-1 cells expressing ETS2, KIAA0101 was decreased at the protein level
as compared to scramble control transfected cell. (D) ChIP assays using antibody directed against ETS2
showed a significant enrichment of ETS2 binding sites in the miR-183 promoter (R1 to R4) by gPCR
compared to background control. Regions containing no ETS2 binding sites (RO) showed no enrichment.
Statistical relevance was assessed using t-test * P < 0.05; ** p < 0.005; *** p < 0.0001
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Figure 6: Model of PRL tumoral progression towards an aggressive phenotype
N: Normal cell; P1-3: Predisposed cells 1 to 3; NA: non-aggressive tumors; A: aggressive tumors and M:
malignant tumors (carcinomas). As described in the main text, miRNA downregulation induces a specific
progression towards a malignant phenotype involving secondary genetic alterations whereas absence of
miRNA deregulation leads to a non-aggressive phenotype.
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