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1-INTRODUCTION

1-1.Les tumeurs adipocytaires

Les tumeurs mésenchymateuses

Les tumeurs mésenchymateuses (TM), dont font partie les tumeurs adipocytaires,
constituent un groupe tres hétérogéne de néoplasies des tissus dérivés du mésoderme. Les TM
malignes, ou sarcomes, sont beaucoup plus rares que les carcinomes puisqu’elles représentent moins
de 1% des cancers de I'adulte. Elles comprennent plus de 50 sous types histologiques recensés, de
localisations anatomiques tres variées. Ainsi, le diagnostic et la prise en charge des TM nécessitent-ils
une expertise particuliere. Malgré les avancées thérapeutiques qui ont été réalisées ces dernieres
années, le diagnostic de sarcome des tissus mous est souvent synonyme de survie engagée. Alors
que la majorité des sarcomes diagnostiqués a un stade précoce sont curables, on estime
gu’actuellement 40% des adultes chez lesquels un sarcome des tissus mous est diagnostiqué
mourront de leur sarcome (DeSantis, Lin et al. 2014). Le diagnostic histologique des sarcomes est si
particulier qu’il fait 'objet de recommandations spécifiques. En France il est indiqué depuis le 1%
janvier 2010 que tous les cas de sarcomes des tissus mous doivent faire I'objet d’'une double lecture
dont une sera effectuée par un anatomopathologiste référent du Réseau de Référence en Pathologie
des Sarcomes des Tissus Mous et des Viscéres (RRePS-TMV) (action 20.3 Plan Cancer 2009-
2013).Cependant, I'analyse microscopique, méme complétée par de I'immunohistochimie (IHC), ne
suffit pas toujours a distinguer certaines entités entre elles. Ceci concerne d’'une part les tumeurs
tres bien différenciées qui sont parfois difficilement distinguées des tumeurs bénignes dérivées du
méme tissu et d’autre part les tumeurs indifférenciées pour lesquelles le diagnostic différentiel
s’étend des sarcomes de haut grade a certains carcinomes, dysembryomes ou lymphomes trés peu
différenciés. La connaissance de la biologie et des dérégulations génétiques des TM, bénignes et
malignes, a permis d’affiner leur diagnostic et d’apporter dans certains cas une information
pronostique et/ou prédictive de I'efficacité d’un traitement. Les TM ont été les premiéres parmi les
tumeurs solides a bénéficier de I'apport des études cytogénétiques et moléculaires. Celles-ci ont
permis de définir trois groupes de TM selon leurs caractéristiques cytogénétiques : -i) les tumeurs
mésenchymateuses a caryotype simple, le plus souvent un caryotype de mode diploide associé une
anomalie de structure chromosomique, souvent une translocation; -ii) les TM définies par un
caryotype un peu plus complexe mais caractérisées par des amplifications géniques spécifiques ; -iii)
un troisieme groupe de tumeurs aux anomalies de nombre et de structure trés complexes. L’analyse

du caryotype de ces tumeurs a permis d’identifier des anomalies chromosomiques de nombre
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(aneuploidies : chromosomes surnuméraires normaux ou anormaux, perte d’'un ou plusieurs
chromosomes et aussi anomalies de la ploidie) et des anomalies de structure (translocation,
inversion...) caractéristiques. Au cours des années 1990, les techniques de cytogénétique moléculaire
et de biologie moléculaire, comme I'hybridation in situ en fluorescence (FISH) et la réaction par la
polymérase en chaine aprés transcription inversée (RT-PCR) ont permis d’identifier les génes de
fusion résultant de translocations ou d’inversions puis de les rechercher directement en routine, sans
nécessiter la pratique toujours aléatoire de la réalisation d’un caryotype tumoral. Le modeéle du
sarcome d’Ewing illustre bien cette évolution. Alors que les premieres anomalies caryotypiques ont
été caractérisées en 1984 avec la découverte de la t(11;22)(q24 ;q12)(Aurias, Rimbaut et al. 1984,
Turc-Carel, Philip et al. 1984), le géne de fusion EWSR1-FLI1 a pu étre mis en évidence grace aux
avancées des techniques de biologie moléculaire en 1992 (Delattre, Zucman et al. 1992) pour aboutir
a une caractérisation de ces anomalies en routine par FISH ou RT-PCR sur bloc de paraffine dans le
début des années 2000 (Hisaoka, Tsuji et al. 1999, Kumar, Pack et al. 1999). Ces génes de fusion ont
été identifiés aussi bien dans des TM bénignes (lipomes, lipoblastomes, tumeurs myofibroblastiques
inflammatoires...) que dans certains sarcomes (rhabdomyosarcomes alvéolaires, liposarcomes
myxoides, dermatofibrosarcome de Darier-Ferrand...). Les anomalies génomiques quantitatives (gain,
amplification, délétion) ont été également plus facilement identifiées grace aux techniques de FISH
et PCR lorsque I'anomalie ciblée concernait une partie limitée du génome ou plus tard par la
technique d’hybridation génomique comparative (CGH) qui permet une analyse quantitative pan-
génomique. Le troisieme groupe de sarcomes (fibrosarcomes, ostéosarcomes, angiosarcomes...) est
pour I'heure moins bien connu moléculairement mais a bénéficié récemment de |'apport des
techniques d’analyse du génome plus modernes telles que I'étude des profils d’expression
(transcriptome) ou de séquencage a haut débit de nouvelle génération (next generation sequencing,
NGS).

Les tumeurs adipocytaires, ou tumeurs adipeuses : une grande diversité

Les tumeurs adipocytaires (TA) sont des TM dérivées du tissu adipeux et sont tres
majoritairement des tumeurs bénignes. Les TA bénignes sont principalement représentées par les
lipomes. Elles comprennent aussi des tumeurs plus rares, les hibernomes et les lipoblastomes. Les TA
malignes appelées liposarcomes (LPS) sont composées de 4 sous-groupes: -1) les Tumeurs
Lipomateuses Atypiques (TLA) et les LPS bien différenciés (LBD) ; -2) les LPS dédifférenciés (LDD) ; -3)
Les LPS myxoides et a cellules rondes ; -4) les LPS pléomorphes.

Les lipomes étant les tumeurs bénignes les plus fréquentes chez I'homme, les TA occupent
une place majoritaire parmi les TM. De plus, les LPS constituent le sous groupe de sarcomes des
tissus mous (non tumeur stromale gastrointestinale ou GIST) le plus fréquent. Les TA bénignes ne

sont qu’exceptionnellement une menace pour la survie. Leurs caractéristiques de taille ou de
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localisation engagent parfois un pronostic fonctionnel. Leur prise en charge consiste donc le plus
souvent en une simple surveillance et parfois en une résection chirurgicale pour des raisons
esthétiques pour les lipomes ordinaires et une résection chirurgicale systématique pour les lipomes
dits « atypiques », les hibernomes et les lipoblastomes. A contrario, les LPS, s’ils ne sont pas pris en
charge précocement, engagent trés souvent le pronostic vital. Le plus souvent diagnostiqués a un
stade localisé ou localement avancé, leur traitement consiste en une résection chirurgicale en bloc
parfois suivie de radiothérapie pour les tumeurs de haut grade et/ou en résection non
carcinologiquement saine. La chimiothérapie cytotoxique (essentiellement la doxorubicine) n’a que
peu d’effets sur les LPS non accessibles a un traitement chirurgical (non opérables ou
métastatiques)(Italiano, Toulmonde et al. 2012).

Génétique des tumeurs adipocytaires

Les TA, bénignes et malignes, sont caractérisées par des anomalies cytogénétiques
récurrentes qui sont aujourd’hui utiles au diagnostic. De maniere fortuite ou au contraire en raison
d’un déterminisme fonctionnel non encore élucidé, plusieurs anomalies de différents types de TA,
lipomes ordinaires, TLA/LBD, LDD et LPS myxoides, sont concentrées sur une région du bras long du
chromosome 12 comprise entre les bandes q13 et q15.

En effet, une majorité de lipomes sont porteurs d’une translocation impliquant la région
12q14 avec point de cassure dans la région du gene HMGA2 (High Mobility Group
A2)(12q14.3)(Bartuma, Hallor et al. 2007, Bartuma, Panagopoulos et al. 2009). Les TLA/LBD et LDD
sont eux caractérisés par une amplification de la région 12q14-15(Pedeutour, Forus et al. 1999,
Barretina, Taylor et al. 2010) impliguant de maniére constante le gene MDM2 (Mouse Double Minute
2 homologue)(12q15) et fréquemment le gene CDK4 (Cyclin D Kinase 4) (12q14.1)(Italiano, Bianchini
et al. 2009), alors que les LPS myxoides présentent des translocations avec point de cassure dans le
géne DDIT3 (DNA damage inducible transcript 3) (12q13.3)(Goransson, Elias et al. 2005). Alors que la
détection des ces anomalies est d’'une aide précieuse au diagnostic et indirectement a une prise en
charge adaptée, aucune anomalie cytogénétique des LPS n’est actuellement prédictive de I'efficacité
d’un traitement.

L'un des principaux axes de recherche de notre laboratoire est la caractérisation
cytogénétique et moléculaire de ces TA bénignes et malignes afin d’identifier de nouveaux
marqueurs diagnostiques, pronostiques mais également de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles. Peu avant de débuter ce travail de these, notre équipe venait de montrer que le géne
HMGA2 était remanié non seulement dans les lipomes ordinaires, mais également remanié et
amplifié dans les TLA/LBD et LDD (ltaliano, Bianchini et al. 2008, Italiano, Bianchini et al. 2009). Nous
avons donc émis I'hypothése que HMGAZ2 pouvait étre un gene clé dans la biologie des TA. Nous

avons par conséquent poursuivi nos efforts de caractérisation cytogénétique et moléculaire des TA
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1-1-1.

a)

en ciblant notre attention sur le rble des dérégulations de HMGA2 dans la tumorigeneése

adipocytaire.

Les tumeurs adipocytaires bénignes

Les lipomes

Présentation clinique

Les lipomes sont les tumeurs bénignes les plus fréquentes chez 'lhomme (Fletcher D.M.,
Bridge J.A. et al. 2013). Il s’agit de tumeurs composées d’adipocytes matures qui peuvent étre
diagnostiquées a tout age (Salam 2002, Kidambi, Been et al. 2012), mais qui le sont le plus souvent
entre 40 et 60 ans, et dans les deux sexes, avec une discrete prédominance féminine pour les
lipomes isolés et une prédominance masculine pour les lipomes multiples. Le diagnostic est
uniquement clinique pour les formes les plus fréquentes, c’est-a-dire une tuméfaction sous cutanée
souple, asymptomatique et de croissance nulle ou lente. Ces tumeurs sont le plus souvent uniques.
Toutefois, environ 5% des patients présentent de multiples lipomes, généralement idiopathiques.
Plus rarement les lipomes multiples s’intégrent dans des syndrome génétiques (Salam 2002), tels que
la lipomatose mésosomatique de Roch-Léri, lipomatose familiale de transmission autosomique
dominante (nombreux petits lipomes superficiels présents sur le tiers moyen du corps, les avant-
bras, la périphérie du tronc, les racines des cuisses (Ronan and Broderick 2000)), les néoplasies
endocriniennes multiples de type 1 (Thakker, Newey et al. 2012), le syndrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba (Lynch, Lynch et al. 2009), ou le syndrome de Protée (Nguyen, Turner et al. 2004). Des
lipomes multiples peuvent également étre observés dans le syndrome de Gardner (ou polypose
adénomateuse familiale, maladie de transmission autosomique dominante résultant d’une mutation
du géne APC (Gomez Garcia and Knoers 2009). L’apparition de lipomes multiples peut également
étre associée a des rétinoblastomes (Woo and Harbour 2010) ou a des mutations somatiques de
PDGFRA (Platelet Derived Growth factor Receptor A)(Pasini, Matyakhina et al. 2007). Enfin, certains
traitements tels que les antirétroviraux (Balestreire, Haught et al. 2007) utilisés pour le traitement de
I'infection par le virus de I'immunodéficience humaine ou encore la chimiothérapie cytotoxique
(Cronin, Myers et al. 2010, Bracaglia, D'Ettorre et al. 2014) peuvent induire I'apparition de lipomes.

Les lipomes sont majoritairement superficiels, bien limités et asymptomatiques. Les lipomes
profonds (Billing, Mertens et al. 2008, Italiano, Ebran et al. 2008), intra-musculaires ou localisés au
niveau des tendons, qui sont souvent de plus grande taille que les lipomes superficiels, peuvent
causer des génes fonctionnelles et cosmétiques.

La physiopathologie des lipomes est peu connue. Il a été évoqué des mécanismes pro-

inflammatoires en réponse a des traumatismes contondants (Galea, Penington et al. 2009) aigus ou
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chroniques. Des données pré-cliniques tendent a valider cette hypothése (Djian, Roncari et al. 1983,
Kirkland, Hollenberg et al. 1996, Thomas, Hemmrich et al. 2008) pour une entité appelée «pseudo-
lipomes».

Anatomopathologie

L’aspect macroscopique est celui d’'une tumeur jaune bien délimitée(Fletcher D.M., Bridge
J.A. et al. 2013). L'analyse microscopique des lipomes dits « ordinaires » retrouve des lobules
d’adipocytes matures (figure 1A). Ces lipomes ordinaires représentent la grande majorité des
lipomes et ne sont généralement pas sources de difficultés diagnostiques. Moins fréquemment, mais
de maniére non exceptionnelle, le pathologiste peut étre confronté a divers lipomes variants ou
« remaniés », dont I'examen doit étre attentif afin de ne pas ignorer une tumeur maligne et
notamment un LPS. En effet, il peut étre observé des contingents osseux (ostéolipomes),

cartilagineux (chondrolipomes) ou fibreux (fibrolipomes). Les lipomes intra-musculaires peuvent étre

bien délimités ou au contraire enchassés au sein des fibres musculaires striées. Les lipomes des
tendons ou « lipoma arborescens » montrent une infiltration diffuse de I'espace sous-synovial des
tissus conjonctifs. Les angiolipomes sont des tumeurs superficielles qui associent des adipocytes
matures a des petits capillaires a paroi fine, dont certains contiennent des thrombi de
fibrine(Fletcher D.M., Bridge J.A. et al. 2013). Les myolipomes sont des tumeurs souvent
volumineuses et de localisation plutét profonde et sont composés de tissu adipeux mature et de

muscle lisse. Les lipomes a cellules fusiformes associent tissu adipeux mature et des cellules

fusiformes. Le diagnostic différentiel avec un LPS a composante fusocellulaire est parfois difficile.
Contrairement aux tumeurs malignes, les lipomes a cellules fusiformes se présentent sous la forme
de lésions circonscrites parfois encapsulées, d'évolution lente, indolore, situées en région sous-
cutanée, le plus souvent au niveau des régions postérieures du cou et des épaules. L’analyse
immunohistochimique montre un marquage positif de CD34 au niveau des cellules fusiformes qui

sont par ailleurs négatives pour le marquage de S100. Le lipome pléomorphe est une variante du

lipome a cellules fusiformes. Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques sont similaires a
I'exception de cellules géantes plurinucléées (« floret cells »), et parfois de pseudo-lipoblastes. A
noter qu’il existe un continuum morphologique entre les lipomes a cellules fusiformes et les lipomes
pléomorphes. La classification histologique des sous-groupes de lipomes n’a pas de conséquence
pronostique, la récidive des lipomes étant exceptionnelle (1 cas sur les 215 lipomes profonds de la
série de Billing et al. 2008 (Billing, Mertens et al. 2008)).

Cytogénétique et génomique des lipomes

L'analyse systématique des caryotypes des lipomes a permis de mettre en évidence de
nombreuses anomalies (Bartuma, Hallor et al. 2007). Bien que cette analyse ait concerné en majorité

des lipomes profonds et/ou volumineux, il a été possible de définir quatre sous-groupes
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cytogénétiques i) les lipomes avec altérations génomiques du bras long du chromosome 12 (12q13-
15) qui correspondent a environ deux tiers des lipomes (figure 1B) ; ii) les lipomes avec perte partielle
ou totale du bras long du chromosome 13 (13q) qui représentent environ 10% des lipomes ; iii) les
lipomes avec altérations du bras court du chromosome 6 (6p21-23) qui représentent environ 5% des
lipomes ; iv) les lipomes avec d’autres altérations génomiques ou avec un caryotype normal.
L’analyse par FISH a permis de mettre en évidence des anomalies qui étaient non détectables
par les techniques de cytogénétique conventionnelle. Ainsi, pres de deux tiers des lipomes a
caryotype apparemment anormal contiennent en réalité une anomalie, le plus souvent une
translocation, de la région 12q13-15 et plus précisément au niveau du gene HMGA2 (12q14.3) (figure
1C). Les lipomes avec délétion 13q sont soit des lipomes a cellules fusiformes (Bartuma, Nord et al.
2011) soit des lipomes ordinaires localisés au niveau des épaules et de la nuque. Pour les lipomes
avec remaniements de la région 6p21-23, les points de cassure se situent au niveau du géne HMGA1
(6p21) (Bartuma, Hallor et al. 2007, Wang, Zamolyi et al. 2010). On rappelle ici que I'amplification
d’un gene est définie en FISH par la présence d’au moins 8 a 10 copies de ce gene, avec un nombre
de centromeére du chromosome sur lequel est situé le géne amplifié ne dépassant pas 2 ou 3, ou par
CGH par un log ratio supérieur a 1,8. Le gain modéré est lui défini par la présence en FISHde 4 a 6
copies du géne, ou un log ratio compris entre 0,7 et 1,5 en CGH. Si un gain quantitativement
important du géne MDM2 a pu étre décrit dans certaines tumeurs adipeuses bien différenciées
étiquetées lipomes (Italiano, Cardot et al. 2007, Mandahl, Bartuma et al. 2011), il est vraisemblable
que ces tumeurs soient des LBD depuis renommés TLA (Fletcher D.M., Bridge J.A. et al. 2013). Notre
équipe a décrit des de lipomes avec gain modéré de genes situés dans la région 12q13-15, en
émettant I’'hypothése d’un possible continuum entre lipomes ordinaires et LBD (Italiano, Cardot et al.
2007). Les chondrolipomes sont caractérisés par une translocation récurrente particuliere,
t(11;16)(q13 ;p13) qui fait fusionner les génes C11orf95 (chromosome 11 open reading frame 95,
11q13) et MKL2 (myocardin-like 2, 16p13.3). Il est a noter que MKL2 code pour une protéine de
liaison a I’ADN impliquée dans le remodelage de la chromatine et I’activation de la transcription alors
que la fonction de la protéine codée par C11orf95 n’est pas précisément connue (Huang, Sumegi et
al. 2010). Le gene de fusion C11orf95-MKL2 conserve les domaines de liaison a I’ADN de MKL2. Les
lipomes a cellules fusiformes/pléomorphes ont des caryotypes souvent hypodiploides, associés a des
pertes partielles multiples (Dahlen, Debiec-Rychter et al. 2003, Bartuma, Nord et al. 2011) et/ou une
perte récurrente du chromosome 13 ou d’une partie du bras long de ce chromosome souvent associé

a des délétions du chromosome 16.
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Figure 1. Caractérisation morphologique et cytogénétique d’un lipome avec remaniement de
HMGA2.
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A-Aspect microscopique d’un lipome ordinaire (HES x100), composé d’adipocytes matures
avec une faible variation de taille entre les cellules, absence d’atypies cyto-nucléaires, absence de
lipoblastes. B- Caryotype féminin (Bande RHG) montrant une translocation entre le bras long d’un
chromosome 3 (grande fleche) avec le bras long d'un chromosome 12 (petite fleche):
46,XX,t(3 ;12)(g28 ;q14.3). C- FISH interphasique sur une cellule de lipome ordinaire montrant un
remaniement du géne HMGA2 avec séparation des extrémités 5’ et 3’ du gene (sondes RP11-30111
colorée en vert située en 5’ et RP11-118B13 colorée en rouge située en 3’). La superposition des deux

signaux rouge et vert correspond a I'allele normal.
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b) L’hibernome

Présentation clinique

Le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc constituent les deux sous-types de tissu
adipeux chez les mammiféeres. Chez 'Homme, le tissu adipeux brun est présent chez les nouveau-nés
et tend a disparaitre ensuite. La fonction du tissu adipeux brun est d'assurer, grace a la lipolyse de
ses adipocytes, la thermogenése chez les nouveau-nés qui ne sont pas encore capables de frissonner.
Contrairement aux adipocytes blancs qui ont une vacuole lipidique unique, les adipocytes bruns
contiennent de nombreuses vacuoles plus petites et un nombre beaucoup plus élevé de
mitochondries riches en fer, ce qui donne au tissu sa couleur brune. Le tissu adipeux brun est
également beaucoup plus richement vascularisé que le tissu adipeux blanc.

L’hibernome est une tumeur bénigne du tissu adipeux brun. A ce jour, il n’a jamais été décrit
de tumeur maligne du tissu adipeux brun. L’hibernome se présente comme une tumeur bien
encapsulée et richement vascularisée, composée de tissu adipeux brun et de tissu adipeux blanc dans
des proportions variables selon les tumeurs. Il s’agit d’une tumeur trés rare, qui représente 1% de
I'ensemble des tumeurs du tissu adipeux. L’hibernome est diagnostiqué chez des adultes jeunes
entre la 3° et la 4° décennie, et plus souvent chez ’homme que chez la femme (Furlong, Fanburg-
Smith et al. 2001). L’hibernome se développe dans certaines parties du corps olu persisteraient des
ilots de graisse brune (dans I'ordre décroissant d’incidence, le membre inférieur et notamment la
cuisse, le tronc, le membre supérieur, la sphere ORL, le rétropéritoine)(Furlong, Fanburg-Smith et al.
2001). Il se présente sous la forme d’'une tumeur lentement évolutive, mobile, indolore, souvent
sous-cutanée parfois intra-musculaire. Rarement, une taille plus volumineuse ou un effet de
compression sur des organes avoisinants peut faire hésiter avec une TM maligne d’autant plus que
I'imagerie conventionnelle (tomodensitométrie (TDM) et l'imagerie par résonance magnétique
(IRM)) mettent en évidence des septa non adipeux et une vascularisation serpigineuse. En particulier,
la TDM objective une atténuation intermédiaire entre celle du tissu adipeux et celle du tissu
musculaire strié. Le caractere richement vascularisé de ces tumeurs se traduit par un fort
rehaussement par I'injection de produit de contraste (Craig, Fanburg-Smith et al. 2009) ainsi que par
une fixation intense du 18-Fluoro DeoxyGlucose (FDG) en imagerie métabolique (Smith, Teruya-
Feldstein et al. 2008).

Anatomopathologie

L'aspect macroscopique est celui d’'une tumeur lobulée, bien démarquée, d’une couleur qui
varie du jaune foncé au brun-rouge, avec un aspect graisseux, souple et spongieux visible sur la
tranche de section (Furlong, Fanburg-Smith et al. 2001). L’aspect microscopique est celui de cellules

adipeuses du tissu adipeux brun avec des vacuoles multiples, un cytoplasme granuleux, un petit
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c)

noyau central. Les mitoses ou atypies cytologiques sont inhabituelles mais ne doivent pas faire
revenir sur le caractére bénin de ces tumeurs.
Cytogénétique et génomique des hibernomes

La quasi-totalité des hibernomes ont un caryotype avec un point de cassure en 11g13 (Mertens,
Rydholm et al. 1994, Gisselsson, Hoglund et al. 1999, Maire, Forus et al. 2003). Ces anomalies
correspondent a des délétions interstitielles sur le bras long du chromosome 11 et couvrent des
régions qui contiennent des geénes suppresseurs de tumeurs tels que MEN1 (Multiple Endocrine
Neoplasia 1) a ou AIP (Aryl hydrocarbon receptor Interacting Protein)(Nord, Magnusson et al. 2010).
Le géne MEN1 est un gene suppresseur de tumeur qui code pour la menine, une protéine qui
intervient dans la régulation transcriptionnelle et le maintien de la stabilité du génome. MEN1 est
muté et inactivé dans le syndrome de néoplasie endocrinienne multiple de type 1 (NEM1) qui est un
syndrome héréditaire, transmis sur un mode autosomique dominant et qui prédispose a la survenue
de tumeurs endocriniennes bénignes de I'anté-hypophyse (adénomes hypohysaires, prolactinomes),
des glandes parathyroides (adénome parathyroidien) et du pancréas (gastrinomes, insulinomes).
D'autres tumeurs ont été décrites dans ce syndrome, incluant d’autres tumeurs endocriniennes
(corticosurrénalomes, tumeurs carcinoides des bronches, du tube gastro-intestinal ou du thymus)
mais également des tumeurs bénignes du tissu mésenchymateux(Thakker, Newey et al. 2012, Vashi,
Hunt et al. 2012) tels des angiofibromes et des collagénomes ainsi que des tumeurs bénignes du tissu
adipeux, lipomes(Rusconi, Valtorta et al. 2011, Li, Zeng et al. 2012) et hibernomes(Hedayati, Thway
et al. 2014). Le geéne AIP est impligué dans le syndrome familial d’adénome
hypophysaire(Tichomirowa, Daly et al. 2009). Nord et al(Nord, Magnusson et al. 2010) décrivent ainsi
sur une série de 15 hibernomes une perte d’expression tres fréquente des deux genes MEN1 et AIP
associée a une surexpression de genes habituellement surexprimés dans le tissu adipeux brun :
PPARa (peroxysome proliferator activated receptor a), PPARy, PPARGCIA, et UCP1 (UnCoupling
Protein 1) pouvant expliquer le phénotype de ces tumeurs. Par ailleurs, les potentielles dérégulations
de HMGAZ2 dans les hibernomes on été tres peu étudiées. Bartuma et al; rapportent la surexpression
de HMGAZ2 dans un seul cas sur les 5 hibernomes de leur série de TA publiée en 2009(Bartuma,

Panagopoulos et al. 2009).

Le lipoblastome

Présentation clinique

Le lipoblastome est une tumeur bénigne du tissu adipeux composée de tissu embryonnaire.
La grande majorité des cas est diagnostiquée avant I'age de 3 ans, mais certains cas ont été rapportés
chez le grand enfant ou l'adolescent (Coffin, Lowichik et al. 2009). Tumeur ubiquitaire, le

lipoblastome est plus souvent localisé au niveau du tronc et des extrémités. Il se présente sous la
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forme d’une tumeur superficielle bien délimitée, pouvant mimer un lipome, ou comme une tumeur
plus profonde et infiltrante. De croissance lente, les lipoblastomes peuvent étre a l'origine de
compression d’organes et interférer avec leur fonction. Le lipoblastome ne s’accompagne jamais de
localisation secondaire mais peut récidiver aprées exérese.

Anatomopathologie

L’aspect macroscopique est celui d’'une tumeur de taille moyenne, généralement comprise
entre 2 et 5 cm. Des cas plus volumineux ont également été décrits et ne doivent pas faire remettre
en cause le diagnostic (Lath, Familua et al. 2011, Jaroszewski and Petris 2013). Le lipoblastome se
présente comme une masse souple, lobulée, jaune ou blanche parfois associée a des nodules
myxoides, des parties kystisées ou sous forme de nodules adipeux séparés par une fine travée
fibreuse apparente sur la tranche de section. L'aspect microscopique est celui d’'un tissu a
I'architecture lobulaire, avec des plages d’adipocytes séparées par des septa de tissu fibreux
contenant des capillaires plexiformes; la composante adipocytaire peut couvrir un spectre large de
maturation depuis la cellule mésenchymateuse primitive a I'adipocyte mature.

Cytogénétique et génomique des lipoblastomes

Le caryotype des lipoblastomes est pseudo- ou hyperdiploide avec quelques remaniements
de structure (Bartuma, Domanski et al. 2008) notamment au niveau du géne PLAG1 (Pleiomorphic
Adenoma Gene 1) localisé en 8q12.1(Hibbard, Kozakewich et al. 2000) . La fusion de PLAG1 avec un
gene partenaire (HAS2-hyaluronan synthase 2, COL1A2-collagen type | alpha 2, RAD51L1-géne qui
code pour une protéine de réparation de I’ADN(Deen, Ebrahim et al. 2013), RAB2A-membre de la
famille de I'oncogéne RAS(Yoshida, Miyachi et al. 2014)) a pour conséquence une augmentation de la
transcription de PLAG1 et la synthése de sa protéine. PLAG1 est un facteur de transcription a doigt de
zinc. L'augmentation du nombre de copies du géne serait un mécanisme annexe permettant la
surexpression de cette protéine dans les lipoblastomes. Le remaniement structural de PLAG1 a été
mis en évidence dans des cellules adipocytaires de lipoblastomes de maturation variable, suggérant
le caractere fondateur de cette anomalie au niveau d’une cellule progénitrice (Gisselsson, Hibbard et
al. 2001). De maniere intéressante, des remaniements de PLAG1 ont également été décrits dans des
tumeurs bénignes d’origine épithéliale telles que les adénomes pléomorphes des glandes salivaires
(Kandasamy, Smith et al. 2007, Bahrami, Dalton et al. 2012) ainsi que les myoépithéliomes de la peau
et des tissus mous (Antonescu, Zhang et al. 2013). Les adénomes pléomorphes de la parotide sont
également connus pour présenter des remaniements du gene HMGA2 (Persson, Andren et al. 2009),
les remaniements des génes HMGA2 et PLAG1 étant le plus souvent exclusifs (Bahrami, Perez-
Ordonez et al. 2013). Notre équipe a également décrit un cas de lipoblastome avec remaniement de
HMGA2 sans remaniement de PLAGI(Pedeutour, Deville et al. 2012) apportant ainsi un argument

supplémentaire pour un possible réle interchangeable de ces deux génes dans la genése tumorale.
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Ainsi, les deux genes HMGAZ2 et PLAG1 sont la cible de remaniements non seulement dans les
deux tumeurs adipocytaires bénignes, lipomes et lipoblastomes, mais également dans une autre
entité, 'adénome pléomorphe des glandes salivaires. L'implication commune de ces deux genes, de

structure et fonction assez différentes n’est pas expliquée a ce jour.

1-1-2. Les lipomatoses

Présentation clinique
Le terme de lipomatose est utilisé dans la littérature pour deux entités distinctes :

-les lipomes multiples dont nous avons parlé plus haut,

-les lipomatoses non encapsulées qui correspondent a une hypertrophie diffuse du tissu
adipeux. Cette pathologie fait partie du groupe complexe et hétérogene des lipodystrophies et est
caractérisée par I'accumulation anormale de tissu adipeux non encapsulé sans association a une
lipoatrophie (Vantyghem, Balavoine et al. 2012). Ici nous retiendrons le terme de lipomatose pour
cette derniere entité. Il ne s’agit pas a proprement parler d’une tumeur mais le caractere infiltrant de
cette pathologie du tissu adipeux ainsi que sa propension a récidiver sont source d’inconfort voire de
handicap pour les patients concernés. De plus, certains patients souffrent des séquelles de leurs
chirurgies itératives. Les lipomatoses peuvent étre localisées dans différentes régions de I'organisme
telles que le tronc, I'extrémité d’'un membre, le cou, 'abdomen, le pelvis ou encore l'intestin
(McCarthy, Dorr et al. 1969, Grimmett, Hall et al. 1973, Klein, Smith et al. 1988, Greiss and Williams
1991).

On distingue la forme associée a des douleurs ou maladie de Dercum (adiposis dolorosa) de
la lipomatose symétrique multiple bénigne (LSMB) aussi connue sous le nom de syndrome de
Launois-Bensaude ou maladie de Madelung. La maladie de Dercum ou adiposis dolorosa est un
syndrome décrit pour la premiére fois en 1888. Cette forme de lipomatose concerne aussi bien les
patients obéses que non obéses et est caractérisée par une lipomatose sous-cutanée douloureuse.
Elle atteint surtout les femmes et s’accompagne souvent de fatigue, parfois de troubles
métaboliques selon I'extension de la lipomatose. La physiopathologie est ici encore mal connue (Yee,
Phillips et al. 2012).

La LSMB est associée dans certains cas a des délétions de ’ADN mitochondrial (Klopstock,
Naumann et al. 1994, Klopstock, Naumann et al. 1997). Des mutations somatiques de I’ADN
mitochondrial ont également été identifiées chez des patients atteints du syndrome familial
MERRF(Kobayashi, Nagao et al. 2010) qui associe épilepsie, myoclonie, ataxie et myopathie
(myoclonic epilepsy with ragged red fibers ou maladie de Fukuharaou)(Berkovic, Andermann et al.
1991, Holme, Larsson et al. 1993, Larsson, Tulinius et al. 1995, Naumann, Kiefer et al. 1997, Austin,

Vriesendorp et al. 1998) a d’autres syndromes métaboliques plus inconstants tels que I’hypertension
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artérielle ou la LSMB. Le plus souvent elle est en lien avec une consommation excessive d’alcool. Les
lipomatoses pourraient également étre associées a un dysfonctionnement des vaisseaux du tissu
adipeux (Vantyghem, Balavoine et al. 2012).

La LSMB de type 1, dite forme classique ou pseudo-athlétique, est caractérisée par de
multiples dépots de graisse non encapsulée distribués symétriqguement sur le visage, le cou, la
nuque, le tiers supérieur du médiastin, les épaules et les membres supérieurs. Dans la LSMB de type
2, plus rare, dite forme de « type obésité généralisée », les dépots graisseux concernent également
les membres inférieurs. Ce syndrome est le plus souvent, mais non systématiquement, diagnostiqué
chez des hommes adultes qui consomment de |'alcool en excés. Les conséquences cliniques sont le
plus souvent esthétiques et psychologiques parfois liées a un phénomene de compression vasculaire
ou des voies aéro-digestives supérieures. Plusieurs hypothéses concernant la physiopathologie de ce
syndrome ont été émises : -i ) un dysfonctionnement ou une hypertrophie du tissu adipeux brun ; -ii :
un dysfonctionnement mitochondrial d(i a des mutations de I’ADN mitochondrial (Kobayashi, Nagao
et al. 2010); -iii) la consommation d’alcool, qui serait un co-facteur favorisant I'adipogenése,
diminuant la lipolyse et altérant le fonctionnement des mitochondries. Des complications
métaboliques telles que le diabete, les dyslipidémies, la stéatose hépatique sont fréquemment
associés a la LSMB. Une grande majorité des patients présentent également une neuropathie
sensitivo-motrice et/ou une dysautonomie dues a une atrophie axonale progressive. L’évolution est
initialement rapidement progressive puis se ralentit au fur et a mesure sans qu’une régression
spontanée soit possible.

Anatomopathologie

L’aspect macroscopique et microscopique des lipomatoses est strictement superposable a
celui du tissu adipeux normal. La seule distinction réside dans la localisation et la distribution de ce
tissu capable d’infiltrer les tissus avoisinants tels que les muscles striés. Le traitement des
lipomatoses consiste en des chirurgies itératives, palliatives car ne pouvant empécher la récidive
quasi-obligatoire des lipomatoses.

Biologie et GEnomique des lipomatoses

La biologie et la génétique des lipomatoses sont extrémement peu connues. Une étude
rapporte un possible lien avec certaines mutations de genes mitochondriaux et la biologie des
lipomatoses symétriques (Klopstock, Naumann et al. 1997). Lorsque nous avons débuté nos travaux,

aucune étude cytogénétique des lipomatoses n’avait été publiée.
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1-1-3.

Les tumeurs adipocytaires malignes

Les LPS sont les tumeurs malignes primitives du tissu adipeux. Elles correspondent au sous groupe le
plus fréquent des sarcomes des tissus mous « non-GIST » et, selon la derniére classification de
I’OMS(Fletcher D.M., Bridge J.A. et al. 2013), comprennent quatre sous-types :

Les tumeurs lipomateuses atypiques- les LPS bien différenciés

Les LPS dédifférenciés

Les LPS myxoides

Les LPS pléomorphes

Les tumeurs lipomateuses atypiques- les liposarcomes bien différenciés

Anciennement regroupées sans distinction avec les LPS bien différenciés (LBD) de type
lipoma-like, les tumeurs lipomateuses atypiques (TLA) sont des néoplasies primitives malignes du
tissu adipeux d’agressivité loco-régionale, composées d’une prolifération d’adipocytes matures,
présentant des variations en taille et des atypies nucléaires au moins focales au niveau des
adipocytes et des cellules du stroma. Ce terme de tumeur lipomateuse atypique a été proposé pour
la premiére fois par I’équipe de Evans et al (Evans, Soule et al. 1979) et a finalement été retenu par la
communauté scientifique internationale pour apparaitre pour la premiere fois officiellement dans la
classification OMS 2013. Parce que ces tumeurs ne métastasent a distance qu’a la condition d’une
dédifférenciation, le terme de LPS bien différencié (LBD) autrefois utilisé a été remplacé par celui de
TLA pour les tumeurs le plus souvent situées au niveau du tronc ou des membres, accessibles de par
leur localisation a une résection chirurgicale carcinologique (Evans, Soule et al. 1979, Weiss and Rao
1992). Ce terme a été préféré a celui de LBD pour éviter des « surtraitements » (radiothérapies,
amputations ...). Bien que certaines équipes aient préféré le terme de lipome atypique(Evans, Soule
et al. 1979), celui-ci n’a pas été retenu car il pouvait étre source de confusion comme désignation de
tumeurs malignes. En ce qui concerne les localisations profondes telles que le médiastin, le cordon
spermatique ou le rétropéritoine, pour lesquelles la résection carcinologiquement compléte est tres
rarement possible, le terme de LBD a été retenu.

Présentation clinique

Les TLA/LBD représentent 40 a 45% des LPS et en constituent le sous-groupe le plus fréquent.
Elles sont diagnostiquées chez I'adulte, le pic d’incidence se trouvant dans la 6° décade.
D’exceptionnels cas pédiatriques ont été décrits (Huh, Yuen et al. 2011), ils étaient le plus souvent
associés a un syndrome de Li-Fraumeni (Debelenko, Perez-Atayde et al. 2010). Le sex-ratio est de 1/1

(Weiss , Fletcher D.M., Bridge J.A. et al. 2013).
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Les TLA sont le plus souvent localisées au niveau des tissus mous profonds des membres,
notamment au niveau de la cuisse et des tissus sous-cutanés, alors que les LBD sont de localisation
plutot axiale et profonde notamment au niveau du rétropéritoine, dans la région para-testiculaire ou
du médiastin. Des localisations beaucoup plus rares telles que la sphere oto-rhino-laryngée ont
également été décrites pour les LBD (Nascimento, McMenamin et al. 2002) (ORL). Les LBD se
présentent comme des tumeurs de localisation profonde, indolores, de croissance progressive, qui
peuvent devenir particulierement volumineuses notamment dans la cuisse ou le rétropéritoine.

Si les récidives locales aprés exérese sont possibles pour les TLA et les LBD, les TLA semblent
ne pas métastaser a distance alors que les LBD métastasent a la condition d’une dédifférenciation
tumorale. Le facteur pronostique le plus important est la localisation tumorale dans la mesure ou elle
influence la qualité de I'exérése et permet la distinction entre TLA et LBD. Ainsi I'on considere que les
TLA réséqués de maniére carcinologiquement compléte (en bloc, marges saines) ne récidivent pas.
Les localisations profondes des LBD (rétropéritoine, cordon spermatique, médiastin) sont par
conséquence associées a un moins bon pronostic et tendent a récidiver localement et se
dédifférencier (Bonvalot, Rivoire et al. 2009, Toulmonde, Bonvalot et al. 2014). Le taux de survie
globale spécifique des TLA a 10 ans est de 100 %, alors que la survie globale médiane des LBD du
rétropéritoine varie entre 6 et 11 ans selon les séries (Weiss and Rao 1992, Lucas, Nascimento et al.
1994)

Anatomopathologie

L'aspect macroscopique est celui d’'une grosse masse bien circonscrite et lobulée. Dans le
rétropéritoine, il peut coexister des masses non contigués. La couleur est variable, du jaune au blanc,
selon les proportions respectives des adipocytes, du tissu fibreux ou des zones myxoides. Les grosses
tumeurs peuvent contenir des zones de nécrose.

Les TLA peuvent étre séparées en deux sous-groupes, qui sont, dans I'ordre de fréquence
décroissant, le sous-type: i) adipocytique (lipoma-like) et ii) sclérosant. Ces sous-types sont
également décrits dans les LBD avec un troisieme sous-groupe beaucoup plus rare, les LBD a stroma
inflammatoire essentiellement localisés au niveau du rétropéritoine(Fletcher D.M., Bridge J.A. et al.
2013). Les LBD sclérosants sont également plus souvent diagnostiqués au niveau du rétropéritoine ou
de la région para-testiculaire. Ces sous-types histologiques peuvent coexister au sein d’'une méme
tumeur. Les TLA tout comme les LBD sont composés d’une prolifération d’adipocytes relativement
matures avec une variabilité de taille de ces cellules qui est la différence microscopique essentielle
qui permet de distinguer ces tumeurs des lipomes ordinaires. De méme la présence d’atypies cyto-
nucléaires ou de lipoblastes permet d’orienter le diagnostic anatomopathologique. Celui-ci est
d’autant plus difficile que les foyers de lipoblastes sont particulierement rares ce qui nécessite

I’analyse de nombreux blocs tumoraux qui ne sont eux-mémes que des échantillons parfois
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difficilement représentatifs de ces tres volumineuses tumeurs. L'IHC et notamment le marquage
nucléaire de MDM2 est une aide souvent précieuse pour le diagnostic différentiel avec des tumeurs
adipocytaires bénignes tels que les lipomes.

Cytogénétique et génomique des tumeurs lipomateuses atypiques/liposarcomes bien
différenciés

Il est connu depuis les années 1990 que les TLAs/LBD sont caractérisés par des chromosomes
dits « marqueurs » surnuméraires (CMS). Ce sont des chromosomes linéaires géants, deux a trois
fois la taille du chromosome 1 qui est le plus grand chromosome du génome humain, ou des
chromosomes circulaires « en anneau » (« ring chromosomes »). Les CMS peuvent étre la seule
anomalie ou étre associés a quelques autres anomalies de structure ou de nombre (Sandberg 2004,
Hameed 2007). Les caryotypes de TLAs/LBD sont souvent de mode diploide, mais des polyploidies
peuvent occasionnellement s’observer. Les associations télomériques sont fréquentes (Mandahl,
Mertens et al. 1998).

Ces CMS ont une structure trés complexe. lls contiennent invariablement des séquences du
bras long du chromosome 12 et plus particulierement de la région 12g13-21. Ces séquences sont
sous une forme amplifiée et sont toujours associées a I'amplification d’au moins une autre région du
génome (Pedeutour, Forus et al. 1999) dont 'origine est variable. Une caractéristique originale est la
présence constante d’'un « néocentromeére » (ltaliano, Maire et al. 2009). Un néocentromeére est un
centromére fonctionnel dépourvu de séquences répétées alpha-satellites (Marshall, Chueh et al.
2008, Garsed, Holloway et al. 2009).

Notre équipe avait précédemment démontré dans des LBD primitifs et des lignées cellulaires
de LBD que les CMS de ces tumeurs ne contenaient pas de centromeére ordinaire, repérable par des
techniques de marquage des bandes C ou de FISH avec des sondes alpha-satellites. lls contiennent
néanmoins un centromeére fonctionnel, qui assure la liaison aux protéines du kinétochore et ainsi la
transmission stable de ces chromosomes particuliers durant la mitose. Le réle exact des séquences
alpha-satellite n’est pas connu mais I’existence de néocentroméres, que ce soit dans des pathologies
chromosomiques constitutionnelles ou acquises a démontré qu’elles n’étaient pas strictement
indispensables a la fonction centromérique. Dans le cas de la lignée de LBD 94T778, notre équipe
avait observé que le néocentromeére situé sur un CMS était constitué d’une région riche en AT et de
séquences de type LINE-1 (Long INterspersed Elements) issus de la région 4pl6. L’analyse par
combinaison de I'immunoprécipitation de la chromatine avec la méthode des puces a ADN a permis a
I’équipe de C. Storlazzi (Macchia, Nord et al. 2014) de montrer que les néocentromeéres étaient
composés d'une juxtaposition de multiples petits segments issus de différents chromosomes

survenue au cours du processus d’amplification.
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Plus récemment, une analyse par séquencage nucléotidique de cas de LBD et LDD a permis
de proposer une reconstitution du processus dynamique mutationnel qui sous-tend la formation de
ces CMS particuliers (Garsed, Marshall et al. 2014). Les auteurs montrent que le chromosome 12 est
I'objet d’'un phénomeéne de chromotripsis (milliers de cassures et réarrangements chromosomiques
aléatoires a I'occasion d’un seul événement génétique) qui donne naissance a un néochromosome
circulaire. Le cceur de ce néochromosome est amplifié, réarrangé et érodé au fur et a mesure de
cycles successifs de cassures-fusion-ponts. Alors que du nouveau matériel génétique peut étre
capturé au fur et a mesure de ces cycles, la pression de sélection favorise la surexpression des
oncogeénes et inhiberait épigénétiquement I'expression des genes « passagers » de ces amplicons. La
formation d’un néocentromere interviendrait dans un contexte de crise cellulaire liée a I'érosion du
centromeére initial. L'amplification se termine lorsque le chromosome se stabilise sous forme linéaire
apres la capture de séquences télomériques.

Une caractéristique constante des CMS est de contenir I'amplification du gene MDM_2 (figure
2C). MDM2 est aussi systématiquement surexprimé dans les TLAs/LBD. MDM2 code pour une
protéine nucléaire qui inhibe I'action du géne suppresseur de tumeur TP53. Le gene TP53 est
rarement muté dans les TLAs/LBD (Pilotti, Della Torre et al. 1997, Schneider-Stock, Walter et al. 1998,
Ito, Barys et al. 2011, Tougan, Diggle et al. 2013). D’autre génes de la région 12q14-15 tels que CDK4
(12914.1) (Italiano, Bianchini et al. 2009), HMGA2 (12q14.3) ( figure 2D) (ltaliano, Bianchini et al.
2008), YEATS 4 (YEATS domain containing protein 4) (Barretina, Taylor et al. 2010), FRS2 (Fibroblast
growth factor receptor substrate 2, 12q15)(Wang, Asmann et al. 2011) sont également fréquemment
amplifiés dans les TLAs/LBD. Les amplicons sont discontinus et souvent de taille variable (ltaliano,

Bianchini et al. 2008, Barretina, Taylor et al. 2010).

Les liposarcomes dédifférenciés

Les LPS dédifférenciés (LDD) sont des LBD qui évoluent, soit d’emblée soit apres récidive,
sous forme d’un sarcome qui perd partiellement ou entiérement sa différenciation adipocytaire.

Présentation clinique

La dédifférenciation survient dans pres de 10% des cas de LBD, notamment lorsqu’ils sont
profonds (rétropéritoine). Il s’agirait d’un risque lié au temps plus qu’au site de la tumeur lui-méme.
Les LDD se présentent sous la forme d’une volumineuse masse indolore. Le diagnostic peut étre
fortuit, a I'occasion d’un examen d’imagerie réalisé pour une autre indication (notamment au niveau
du rétropéritoine) mais peut également étre fait a I'occasion de I'laugmentation récente et rapide de
la taille d’'une tuméfaction ancienne qui était asymptomatique. Cette présentation clinique signe

souvent la dédifférenciation tumorale. L'imagerie (TDM, IRM) est trés évocatrice du diagnostic
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lorsqu’elle met en évidence la coexistence au sein du tissu tumoral de tissu adipeux avec un tissu de
densité ou d’intensité différente.

Les récidives locales concernent 40% des patients. Celles-ci sont fortement corrélées a la
localisation initiale (rétropéritoine notamment) ainsi qu’a la qualité de I'exérése (Bonvalot, Miceli et
al. 2010). Les métastases a distance sont observées dans environ 20% des cas avec une survie a 5 ans
estimée a 30% (Weiss and Rao 1992, McCormick, Mentzel et al. 1994, Henricks, Chu et al. 1997).
Curieusement, I'étendue de la composante dédifférenciée ne semble pas étre liée au pronostic. Les
LDD ont en général un meilleur pronostic que les autres sous-types de sarcomes des tissus mous de
haut grade. Tres peu de données ont été publiées pour expliquer cette différence (Weiss and Rao
1992, McCormick, Mentzel et al. 1994, Henricks, Chu et al. 1997), I'hypotheése la plus souvent retenue
étant celle d’une instabilité génomique moindre des LDD lorsqu’on les compare a d’autres sarcomes
des tissus mous de haut grade. Comme cela sera détaillé plus bas, les LDD ont en effet des
caryotypes tres peu complexes, avec peu ou pas d’anomalies de p53 (Cordon-Cardo, Latres et al.
1994, Dei Tos, Doglioni et al. 1997).

Anatomopathologie

Les LDD se présentent le plus souvent comme de volumineuses masses tumorales jaunes
caractérisées par la présence de parties grisatres et plus denses. La nécrose peut étre retrouvée au
sein de ces zones de dédifférenciation. La transition entre les zones bien différenciées et
dédifférenciées est le plus souvent brutale (figure 2A) mais peut également étre progressive.

La caractéristique pathognomonique des LDD est le passage d’un LBD a un sarcome de haut
grade peu différencié. L'étendue de la zone de dédifférenciation varie et est généralement visible
macroscopiquement. L’aspect microscopique des zones de dédifférenciation est variable mais
ressemble le plus souvent a du sarcome pléomorphe indifférencié ou a du myxofibrosarcome de
grade intermédiaire ou élevé (Weiss and Rao 1992, McCormick, Mentzel et al. 1994). Bien que la
dédifférenciation des LPS ait été initialement définie par I'apparition d’un contingent de haut grade,
des cas de dédifférenciation de bas grade ont été décrits (Elgar and Goldblum 1997, Henricks, Chu et
al. 1997). En effet, le grade histologique est défini par le degré de différenciation (1,2,3)
comparativement au tissu adipeux mature, au nombre de mitoses (1,2,3) ainsi qu’a la présence de
nécrose (0,1,2)(Coindre 1998). Ainsi, au sein de quelques rares LDD on peut n’identifier que trés peu
ou pas de mitoses et pas de nécrose et les classer en tumeurs de bas grade. De méme, le contingent
dédifférencié peut se présenter sous plusieurs sous-types histologiques différents (pléomorphique,
rhabdoide, différenciation ostéogénique, neuronale etc.) sans que cela n’influe sur I'évolution de la
maladie (Henricks, Chu et al. 1997, Fanburg-Smith and Miettinen 1998, Nascimento, Kurtin et al.
1998, Boland, Weiss et al. 2010, Marino-Enriquez, Fletcher et al. 2010). L'IHC et plus précisément le

marquage positif, diffus et nucléaire, de MDM2 est une aide précieuse (Sirvent, Coindre et al. 2007)
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pour distinguer les formes tres peu différenciés d’avec d’autres tumeurs malignes (LPS pléomorphes
notamment dont le pronostic est plus péjoratif)(Marino-Enriquez, Fletcher et al. 2010).

Cytogénétique et génomique des liposarcomes dédifférenciés

Comme les TLAs/LBD, les LDD sont caractérisés par la présence de CMS (figure 2B) d’une
amplification systématique de MDM_2 (figure 2C) (Fletcher, Akerman et al. 1996, Dei Tos, Doglioni et
al. 1997, Pilotti, Della Torre et al. 1997, Mertens, Fletcher et al. 1998, Gisselsson, Hoglund et al. 1999,
Sirvent, Forus et al. 2000, Meis-Kindblom, Sjogren et al. 2001, Boland, Weiss et al. 2010). Les LDD
peuvent présenter plusieurs clones anormaux, avec un ou plusieurs CMS (Mertens, Fletcher et al.
1998, Meis-Kindblom, Sjogren et al. 2001, Sandberg 2004). Les techniques d’hybridation de I’ADN,
CGH et FISH notamment, ont permis d’identifier la région 12g13-21 comme siége de I'amplification
génomique dans cette pathologie; I'amplicon 12q est lui-méme associé a des régions amplifiées
variables du génome (Szymanska, Tarkkanen et al. 1996, Pilotti, Della Torre et al. 1997, Sirvent, Forus
et al. 2000, Meis-Kindblom, Sjogren et al. 2001). L'amplification des régions 1p32 et 6g23 a été
décrite comme plus spécifique des LDD par rapport aux TLA/LBD. Ces régions contiennent
notamment I'oncogene JUN (1p32) et MAP3K5 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 5,
6923), kinase située en aval de JUN dans une méme voie de signalisation. Cependant, cette
association stricte de I'amplification JUN ou MAP3K5 au phénotype peu différencié semble
discutable. Cette voie de signalisation intervient probablement dans I'oncogenése de certains
LBD/LDD mais vraisemblablement pas dans le processus de dédifférenciation (Chibon, Mariani et al.
2002, Chibon, Mariani et al. 2004, Mariani, Brennetot et al. 2007, Snyder, Sandstrom et al. 2009) de
ces tumeurs.

A propos de la composition de ces chromosomes en anneau, les travaux récents de Nord et
al. (Nord, Macchia et al. 2014) apportent un éclairage nouveau. L'analyse génomique systématique
de sarcomes avec chromosomes en anneau dont des LDD leur a permis de démontrer I'existence de
deux groupes distincts : ceux associés a une amplification de MDM2 et ceux qui ne I'étaient pas.
Alors que les chromosomes en anneau MDM2+ tels que ceux caractéristiques des TLA/LBD et LDD
semblent survenir dans un contexte chromosomique proche de la normale, les chromosomes en
anneau MDM?2- surviennent dans un contexte d’instabilité génomique majeure et semblent moins
essentiels a la genése de ces tumeurs. Ces travaux soulignent ainsi le caractere fondateur de ces
chromosomes en anneau dans la genése des TLA/LBD et LDD. Ici encore, les sarcomes avec
amplification de MDM2 dont les TLA/LBD et LDD présentaient une co-amplification d’une centaine
de genes dont certains potentiellement impliqués dans la prolifération cellulaire ou I'inhibition de

I'apoptose.
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Figure 2. Caractéristiques anatomopathologiques et cytogénétiques d’un LBD.
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A- Liposarcome avec composante bien différenciée (pointe de fleche) et dédifférenciée
(étoile) (HES x100). B-Caryotype (Bandes RHG) d’un LBD avec présence d’'un chromosome marqueur
géant (fleche) et d’'un chromosome en anneau (pointe de fleche) caractéristiques. C- FISH
interphasique sur noyau de LBD montrant une amplification du gene MDM?2 (sonde RP11-797C20
colorée en rouge) et du centromére du chromosome 12 en vert. D- FISH interphasique sur noyau de
LBD montrant une amplification et une troncation du gene HMGA?2 (sondes RP11-30111 en 5’UTR de
HMGA?2, colorée en rouge et RP11-118B13, en 3’'UTR de HMGA2, colorée en vert).
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c) Les liposarcomes myxoides

Les LPS myxoides constituent le troisieme sous-type le plus fréquent des LPS. lls se
présentent sous la forme d'une tumeur maligne composée de cellules rondes ou ovales non-
adipocytaires associées de maniére variable a des petits lipoblastes en bague a chaton, I'ensemble
baignant dans un stroma myxoide prédominant avec un réseau de ramifications vasculaires
caractéristique.

Présentation clinique

Les LPS myxoides représentent 15 a 20 % des LPS et environ 5% des sarcomes des tissus
mous. S’il peut étre diagnostiqué a tout age, le pic d’'incidence est noté dans la quatrieme et la
cinquieme décade. Il s’agit d’une tumeur de I'adulte jeune qui peut exceptionnellement concerner
des enfants ou des adolescents (Huh, Yuen et al. 2011). Le sex ratio est de 1/1.

Les LPS myxoides se présentent également sous la forme d’une volumineuse tuméfaction
indolore des tissus mous profonds des membres. Le plus souvent développés au niveau des
extrémités, et notamment au niveau des tissus profonds de la cuisse. Rarement, ces tumeurs
peuvent étre diagnostiquées au niveau du rétropéritoine au niveau de tissus sous-cutanés. Un tiers
des patients développent des métastases a distance. Contrairement aux autres liposarcomes et
sarcomes myxoides des extrémités, les LPS myxoides tendent a métastaser dans des sites moins
habituels tels que le rétropéritoine, le membre opposé, le creux axillaire ou le rachis vertébral
(Antonescu, Elahi et al. 2000).

Anatomopathologie

Les LPS myxoides sont des tumeurs bien circonscrites, multi-nodulaires, intramusculaires. La
tranche de section fait apparaitre une surface brillante, le plus souvent gélatineuse dans les LPS
myxoides de bas grade. Au contraire, les zones tumorales de haut grade ont un aspect charnu et plus
sombre. La nécrose est exceptionnellement visible macroscopiquement dans ces tumeurs.

Les LPS myxoides ont une structure microscopique nodulaire avec une cellularité augmentée
en périphérie des lobules. L'ensemble est constitué d’un mélange uniforme de cellules rondes et
ovoides non adipocytaires avec peu de cellules en bagues a chatons le tout baignant dans un stroma
myxoide prédominant. L'ensemble est accompagné d'un fin réseau capillaire a I'architecture
caractéristique. Certaines tumeurs sont hypercellulaires ou plus riche en cellules rondes, ce qui est
associé a un moins bon pronostic. Les facteurs de mauvais pronostic reconnus sont le grade
histologique élevé (ici défini par la présence de plus 5% de cellules rondes) et la présence de nécrose.
L'IHC n’est le plus souvent pas tres utile au diagnostic de LPS myxoide.

Cytogénétique et génomique des liposarcomes myxoides

Les LPS myxoides sont caractérisés par la présence d’une translocation t(12;16)(q13;p11) qui

induit la formation d’un géne de fusion entre les génes FUS (fused in sarcoma gene, 16p11) et DDIT3
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(DNA damage-inducible transcript 3, 12q13) dans plus de 95% des cas (Turc-Carel, Limon et al. 1986,
Sreekantaiah, Karakousis et al. 1992, Crozat, Aman et al. 1993, Rabbitts, Forster et al. 1993, Perez-
Losada, Pintado et al. 2000). La présence du géne de fusion FUS-DDIT3 est ainsi trés sensible et tres
spécifique du diagnostic de LPS myxoide (Antonescu, Elahi et al. 2000).Un variant moins fréquent est
la t(12;22)(g13;q12) qui fait fusionner DDIT3 a EWSR1 (Ewing sarcoma breakpoint region 1, 22q12)
(Panagopoulos, Hoglund et al. 1996). Au moins 11 différents transcrits de fusion de FUS-DDIT3 et au
moins 4 de EWSR1-DDIT3 ont été décrits (Panagopoulos, Mandahl et al. 1994, Knight, Renwick et al.
1995, Antonescu, Tschernyavsky et al. 2001). Les facteurs de mauvais pronostic reconnus sont les
altérations de TP53 et de CDKN2A (Cyclin Dependent kinase inhibitor 2A) (Antonescu, Tschernyavsky
et al. 2001, Oda, Yamamoto et al. 2005, Haniball, Sumathi et al. 2011, Moreau, Turcotte et al. 2012).
Les différentes formes des transcrits de fusion de FUS-DDIT3 ne semblent pas avoir de valeur
pronostique ou de lien avec le grade tumoral (Antonescu, Tschernyavsky et al. 2001, Bode-

Lesniewska, Frigerio et al. 2007).

Les liposarcomes pléomorphes

Les LPS pléomorphes sont des sarcomes de haut grade, pléomorphes, qui contiennent un
nombre variable de lipoblastes pléomorphes et un profil génomique complexe. Il n’y a pas de zone
de LBD ou autre lignée de différenciation identifiable.

Présentation clinique

Les LPS pléomorphes sont le sous-type le plus rare au sein des LPS, et représentent environ 5
% de ceux-ci(Azumi, Curtis et al. 1987). La majorité des cas sont diagnostiqués a I'age adulte, avec un
pic d’incidence durant la septieme décade et surviennent plus souvent chez les hommes que les
femmes (Miettinen and Enzinger 1999, Downes, Goldblum et al. 2001, Oliveira and Nascimento 2001,
Gebhard, Coindre et al. 2002, Hornick, Bosenberg et al. 2004).

Le signe clinique d’appel le plus souvent rapporté est celui d’'une tumeur indolore
rapidement progressive. Plus rarement, il s’y associe de la douleur ou des symptomes rattachés a la
compression tumorale (Gebhard, Coindre et al. 2002, Hornick, Bosenberg et al. 2004). Les LPS
pléomorphes sont des tumeurs malignes agressives avec des récidives locales et des évolutions
métastatiques a distance qui concernent 30 a 50 % des patients, et ont un taux de survie a 5 ans de
60% tous stades confondus. Les sites métastatiques privilégiés sont, comme pour la grande majorité
des sarcomes des tissus mous, les poumons et la plévre. Les facteurs de mauvais pronostic cliniques
sont habituels, la localisation centrale ou profonde, la résécabilité et la présence de métastases a

distance.
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Anatomopathologie

La taille médiane des tumeurs est au diagnostic de I'ordre de 10 cm (Gebhard, Coindre et al.
2002, Hornick, Bosenberg et al. 2004). Il s’agit le plus souvent de tumeurs bien délimitées mais non
encapsulées. Plus rarement, la tumeur est mal délimitée et infiltrante voire pluri-nodulaire. La
tranche de section laisse voir une tumeur blanche a jaune. Des zones myxoides et de la nécrose
peuvent étre vues macroscopiquement.

Le diagnostic est permis par la présence, en proportion variable, de lipoblastes pléomorphes
sur un fond de cellules sarcomateuses pléomorphes de haut grade. Dans les cas ol le contingent
lipoblastique est pauvre, I'aspect peut faire évoquer d’autres tumeurs trés peu différenciées
(carcinomes rénaux, sarcomes ou mélanomes (Miettinen and Enzinger 1999, Gebhard, Coindre et al.
2002, Hornick, Bosenberg et al. 2004)). L'analyse immunohistochimique peut étre une aide. Les LPS
pléomorphes peuvent étre positifs pour la protéine S100 (marquage des lipoblastes), tout comme les
marqueurs pan-kératine, 'EMA, la desmine et plus rarement HMGA2 (Gebhard, Coindre et al. 2002,
Hornick, Bosenberg et al. 2004, Dreux, Marty et al. 2010). Les LPS pléomorphes ne marquent
classiqguement ni MDM2 ni CDK4 (Binh, Sastre-Garau et al. 2005). Un index mitotique élevé est un
facteur de mauvais pronostic (Gebhard, Coindre et al. 2002, Hornick, Bosenberg et al. 2004).

Cytogénétique et génomique des liposarcomes pléomorphes

Le profil génétique des LPS pléomorphes est beaucoup plus proche de celui des sarcomes
pléomorphes non adipocytaires que des autres LPS (Mertens, Fletcher et al. 1998). Les caryotypes
sont complexes et contiennent de nombreuses anomalies de nombre et de structure des
chromosomes. Plus particulierement, on n’identifie pas de chromosomes marqueurs ou d’anomalies
clonales, et on constate une polyploidie et une hétérogénéité intercellulaire. A ce jour, aucune
translocation récurrente n’a été identifiée dans ces tumeurs. L'analyse par puces d’hybridation
génomique comparative (aCGH) montre des profils complexes, avec de nombreux gains et pertes de
régions chromosomiques (Fritz, Schubert et al. 2002, Rieker, Joos et al. 2002, Idbaih, Coindre et al.
2005, Schmidt, Bartel et al. 2005, Taylor, Barretina et al. 2008). Les LPS pléomorphes n’ont pas
d’amplification de la région 12q14-15 ni de HMGA2/MDM2/CDK4 (Fritz, Schubert et al. 2002, Singer,
Socci et al. 2007). L'amplification du bras long du chromosome 13 (Schmidt, Bartel et al. 2005)

pourrait étre un facteur de mauvais pronostic dans les LPS non TLA/LBD.
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Tableau de synthése des principales anomalies génétiques et cytogénétiques des tumeurs

adipocytaires.

Histologie Sous-types histologiques Anomalies cytogénétiques récurrentes
TA bénignes
Lipomes
-Lipomes ordinaires -translocations, inversions, délétions avec
et autres cassure dans le gene HMGA2 (12q14.3)
(60%)
-translocations, inversions, délétions avec
cassure dans le géne HMGA1 (6p21) (5%)
-perte du chromosome 13 ou del 13q
(lipomes de la nuque et des épaules))
-autre anomalie
-caryotype apparemment normal
-Lipomes a cellules fusiformes -perte du chromosome 13 ou del 13q
-Chondrolipomes -t(11;16)(q13;p13),
gene de fusion C1lorf95-MKL2
Hibernomes
-délétions interstitielles en 1113, perte
d’expression de MEN1 et AIP
Lipoblastomes
-remaniements de PLAG1 (8q12.1)
(remaniement de HMGA2 : un cas décrit)
TA malignes
TLA-LBD -chromosomes surnuméraires géants ou en
anneau, associés ou non a des anomalies
de structure ou de nombre
-amplification de MDM2 (12q15) constante
-amplification d’autres genes de la région
12q13-15 fréquente
LDD -chromosomes surnuméraires géants ou en
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LPS myxoides

LPS pléomorphes

anneau, généralement associés a des
anomalies de structure ou de nombre
-amplification de MDM2 (12q15) constante
-amplification d’autres genes de la région
12g13-15 fréquente

-amplification d’autres régions fréquente

(1p32, 6q23)

-1(12;16)(q13;p11),

gene de fusion FUS-DDIT3 (95%)
-1(12;22)(q13;912),

gene de fusion EWSR1-DDIT3

-caryotypes avec nombreuses anomalies de

nombre et de structure complexes
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1-2. HMGA2

Les observations montrant des remaniements de HMGAZ2 (et plus rarement de HMGA1) dans
la majorité des lipomes ainsi que les travaux plus récents établissant I'amplification de HMGA2 dans
les TLA/LBD et LDD nous ont amenés a émettre I'hypothése d’un réle majeur de HMGA2 dans la
genese de ces TA.

Le géne HMGA2, anciennement nommé HMGIC code pour une protéine du groupe « High
Mobility » (HMG) et son implication dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques a
fait I'objet de travaux récents.

1-2-1. Structure des HMGA

Les protéines du groupe de haute mobilité (High Mobility Group : HMG) sont des protéines
de liaison a '’ADN qui ont été isolées dans des cellules de mammiféres et nommées ainsi en
référence a leur vitesse de migration électrophorétique(Bustin 2001). Initialement, les protéines
HMGs ont été identifiées pour leur action dans la modulation de I'architecture de la chromatine, ce
qui a un effet sur I'expression génique. L'expression et la localisation aberrante des protéines HMG
ont des conséquences pathologiques (Hock, Furusawa et al. 2007). Ce groupe de protéines est
constitué de trois sous groupes : HMGA, HMGB et HMGN. Chaque groupe est caractérisé par un
motif fonctionnel spécifique : « AT-hook » pour les HMGAs, « HMG-box » pour les HMGB et « le
domaine de liaison au nucléosome » (nucleosomal binding domain) pour les HMGN (Bustin 2001)
(figure 3). La famille des protéines HMGA comprend 4 membres respectivement codés par deux
génes: HMGAla, HMGAlb, HMGAlc et HMGA2. L'épissage alternatif du gene HMGA1
(anciennement nommé HMGI-Y, situé en 6p21) donne naissance aux variants les plus abondants,
HMGA1la (107 acides aminés (aa), 11,9 kDa) et HMGA1b (96 aa, 10,6 kDa) et un variant plus rare
HMGA1c (179 aa, 19,7 kDa)(Bustin and Reeves 1996).
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Figure 3. Structure des protéines HMG.
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Tous les membres des trois familles de protéines HMG possédent une structure analogue

avec un module de liaison composé de motifs conservés phylogénétiquement (représentés en vert

pour les HMGA, en jaune pour les HMGB et en rouge pour les HMGN) et d’une extrémité C-terminale

acide. Pour chaque famille, de gauche a droite, est schématisée la structure des protéines, suivie de

la taille (nombre d’acides aminés)(aa=acides aminés) ainsi que les différents membres de chaque

famille (de haut en bas, HMGA, HMGB puis HMGN). NLS: Nuclear Localization Domain (d’apres Catez

et al. 2010(Catez and Hock 2010)).
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HMGA2 (109 aa, 12kDa), anciennement nommé HMGI-C, est codé par un gene situé en
12q14.3 (http://www.genome.ucsc.edu). Le géne HMGA2 est constitué de 160 kb et comporte 5
exons. Un grand intron de plus de 140 kb sépare I'exon 3 de I'exon 4 (figure 4). Au moins deux
différents sites d’initiation de la transcription ont été identifiés dans la région 5’ de HMGA2 (Ayoubi,
Jansen et al. 1999, Borrmann, Schwanbeck et al. 2003). Toujours dans la région 5'UTR
(5’UnTranslated Region) de HMGA?2, on retrouve une séquence répétée de type (TCTCT(TC)n), 500
paires de bases en amont du codon start ATG. La longueur de cette séquence répétée est variable et
influence la maniere dont le promoteur de HMGA2 peut étre activé. L'ARNm principal, constitué de
4,2 kb, comporte une large région non traduite en 3’'UTR qui comporte des régions régulatrices
négatives(Borrmann, Wilkening et al. 2001) dont des sites de fixation aux micro-ARN /et-7 (Lee and
Dutta 2007, Mayr, Hemann et al. 2007) (figure 4). A I'exception de HMGAIc, les protéines HMGA, et
notamment HMGA2, sont composées de trois boites appelées « AT hooks » contenant une séquence
ceceur invariable Arg-Gly-Pro qui se fixe au niveau du sillon mineur de I’ADN sur des séquences riches
en bases AT. La protéine HMGA2 contient également un domaine C-terminal acide dont la fonction
est encore mal connue. Celle-ci serait impliquée dans la régulation du niveau d’affinité des
interactions des HMGA avec d’autres protéines du noyau (Nissen and Reeves 1995, Sgarra, Maurizio
et al. 2009). Les trois boites « AT hooks » sont codées par les 3 premiers exons de HMGA?2 et la région
C-terminale par I’exon 5. L'exon 4 de HMGAZ2 code pour un domaine de 12 aa situé entre la troisieme
boite AT et la région C-terminale acide. Les protéines HMGA subissent des modifications post-
traductionnelles, telles que acétylation, méthylation, phosphorylation, susceptibles de moduler leurs

interactions avec I’ADN et d’autres protéines (Zhang and Wang 2008).
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Figure 4. Représentation schématique du gene HMGA2 (12q14.3).
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La partie supérieure du schéma représente le gene HMGAZ2, I'extrémité 5’ UTR, les trois
premiers exons (rectangles bleus) suivis d’un intron 3 de 140 kb, lui-méme suivi des exons 4 et 5 et
de I'extrémité 3'UTR. De part et d’autre du géne sont représentées les coordonnées nucléotidiques
(http://genome.ucsc.edu). La partie médiane schématise la protéine HMGA?2 avec les trois domaines
« AT hooks » de liaison a I’ADN (représentés en vert) ainsi que I'extrémité acide C-terminale
(rectangle rouge). La partie inférieure schématise I'extrémité 3’UTR de HMGAZ2 ainsi que la
localisation des régions qui codent pour les 8 sites de fixation potentiels pour les microARN let-7

(rectangles gris) selon Lee et Dutta, 2007 (Lee and Dutta 2007).

35



1-2-2. Interactions des protéines HMGA avec la chromatine

La fonction premiére des protéines HMGA est de se lier au brin d’ADN et ainsi moduler
positivement ou négativement des processus liés a I’ADN tels que la réplication, la réparation ou
encore la transcription génique(Reeves 2001). Cette action est permise par la liaison a d’autres
protéines nucléaires qui constituent le transcriptome ou enhanceosome de plusieurs génes. La
liaison des protéines HMGA a leur cible ne dépend pas spécifiguement de la séquence d’ADN
concernée mais est guidée par la reconnaissance de particularités locales de la chromatine plutot
que celles de la séquence d’ADN sous-jacente. Des sites de liaison privilégiés ont été identifiés pour
chaque groupe de protéine HMG. Les protéines HMGA se fixent au niveau de domaines distincts de
la chromatine (euchromatine, hétérochromatine mais également chromosomes mitotiques)(Disney,
Johnson et al. 1989, Amirand, Viari et al. 1998, Harrer, Luhrs et al. 2004). Cependant les protéines
HMGA sont aussi capables de se fixer en dehors de leur zone de prédilection et ainsi, pour HMGA1,
se fixer a de l'euchromatine ou quitter le noyau pendant la phase S/G2 et entrer dans la
mitochondrie pour moduler sa fonction (Dement, Maloney et al. 2007, Mao, Wertzler et al. 2009).

Les protéines HMGs font partie des protéines de liaison a la chromatine les plus abondantes
dans les cellules indifférenciées, sont exprimées de maniére différentielle au sein des tissus pendant
la différenciation et sont absentes dans les stades différenciés terminaux (Rogalla, Drechsler et al.
1996, Hirning-Folz, Wilda et al. 1998, Muller, Ronfani et al. 2004, Hock, Furusawa et al. 2007). En
dépit d’'un mode d’action commun, les différentes familles de protéines HMG, de méme que les
différents membres au sein de chaque famille de protéines HMG possédent des effets spécifiques et
sont impliqués de maniere différentielle dans la régulation du code des histones et la régulation
spécifique de certains génes. De méme leur role dans le développement, le sepsis ou le cancer sont
différents.

Les fonctions des protéines HMGA sont trés diverses : elles sont impliquées aussi bien dans
des phénomeénes physiologiques que dans des pathologies tumorales, infectieuses ou métaboliques
(Cleynen and Van de Ven 2008).

Dans la suite de cet exposé, nous ne développerons que les aspects qui peuvent faire

discuter le role des protéines HMGA et notamment de HMGA2 dans la genese des TA.

1-2-3. HMGA, développement embryonnaire et croissance des mammiféres

L'expression des protéines HMGA est tres élevée pendant I'embryogenese. Dans les tissus
différenciés adultes sains, I'expression de HMGA1 est restreinte a certains tissus et celle de HMGA?2
est quasiment indétectable (Zhou, Benson et al. 1995, Chiappetta, Avantaggiato et al. 1996, Gattas,
Quade et al. 1999). Ce profil d’expression suggere un role essentiel de ces protéines dans les étapes

précoces du développement. En particulier, les génes hmgal et hmga2 sont fortement exprimés au

36



cours des premiéres étapes de I'embryogénese de la souris (Hirning-Folz, Wilda et al. 1998), hmgal
intervient notamment dans les étapes clés de la cardiogenése (Monzen, Ito et al. 2008). Alors que
hmgal reste exprimé de fagon ubiquitaire a un faible niveau lors des stades ultérieurs du
développement embryonnaire et chez I'adulte, I'expression de hmga2 se restreint rapidement a
certaines structures tissulaires dérivées du mésoderme puis devient indétectable chez I'adulte
(Rogalla, Drechsler et al. 1996). Cette décroissance se fait en miroir de I'augmentation de la synthese
des microARN /et-7 dont les interactions avec HMGAZ2 régulent le développement et probablement
les phénotypes de dégénérescence liée a I'age (Keane and de Magalhaes 2013). Le phénotype des
souris knock-out pour hmgal, qui comprend notamment une taille discretement inférieure a la
moyenne, une hypertrophie cardiaque et un diabete de type 2, suggere que des quantités minimales
de hmgal sont requises pour la croissance des cardiomyocytes et la régulation du métabolisme de
I'insuline (Foti, Chiefari et al. 2005, Fedele, Fidanza et al. 2006). Hmga2 n’est pas détecté dans les
tissus adultes humains ou murins hormis quelques exceptions : cellules souches hématopoiétiques
CD34+(Rommel, Rogalla et al. 1997, Nishino, Kim et al. 2008, Copley, Babovic et al. 2013),
préadipocytes murins (Anand and Chada 2000), spermatocytes et spermatides (Chieffi, Battista et al.
2002), les cellules de la cochlée(Smeti, Watabe et al. 2014).

Les protéines HMGA interviennent dans le développement embryonnaire mais également
dans la croissance et la détermination de la taille des mammiféres. Chez la souris, I'invalidation
(knock-out) de hmga2 est a I'origine du phénotype « pygmy » qui correspond a une réduction de la
taille de ces animaux de 60% (Zhou, Benson et al. 1995). Le double knock-out hmgal-/-, hmga2-/- est
a I'origine d’un phénotype « super-pygmy » détaillé plus bas. A contrario les souris qui surexpriment
la forme tronquée de hmga2 ont un phénotype géant, en miroir du phénotype pygmy (Battista,
Fidanza et al. 1999, Baldassarre, Fedele et al. 2001). Le réle de HMGA2 dans la détermination de la
taille a par ailleurs été démontré dans d’autres espéces telles que les chiens ou les chevaux
(Makvandi-Nejad, Hoffman et al. 2012). Chez I'étre humain, les polymorphismes de HMGA2
déterminent de maniere importante la taille des individus (Weedon, Lettre et al. 2007, Sanna,
Jackson et al. 2008, Weedon, Lango et al. 2008, Hodge, K et al. 2009, Yang, Guo et al. 2010, Hendriks,
Brown et al. 2011, Carty, Johnson et al. 2012). Le syndrome de microdélétion 12q14, qui est
caractérisé par un déficit intellectuel modéré, un retard de croissance staturo-pondérale, une petite
taille ainsi qu’une ostéopoecilie (ou ostéopathie striée), est associé a une délétion hétérozygote de la
région 12q14, qui comprend notamment les genes LEMD3 (LEM domain containing 3, aussi impliqué
dans I'ostéopoecilie) mais également HMGA2 (Buysse, Reardon et al. 2009) dont le déficit explique le
retard staturo-pondéral de ces patients. De méme, la description du cas d’un garcon agé de 8 ans
porteur d’'une forme constitutionnellement tronquée de HMGAZ2 (inversion péricentrique du

chromosome 12) (Ligon, Moore et al. 2005) rappelle le phénotype des souris transgéniques (Battista,
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Fidanza et al. 1999), avec un gigantisme, de multiples lipomes mais également une tumeur
cérébelleuse ainsi qu’une dérégulation du développement enchondral et dentaire. La délétion de
HMGA2 a également été associée a un syndrome de type déficit en en hormone de croissance

(GH)(Gorbenko del Blanco, de Graaff et al. 2011).

1-2-4. HMGA et tumorigenese

Données in vitro sur I'implication des HMGA dans le processus de tumorigenése

Alors que dans les tissus adultes, I'expression de HMGAL1 est restreinte a certains tissus et
gque HMGA2 est quasiment indétectable, les deux protéines sont trés souvent abondamment
surexprimées dans les tissus tumoraux malins (Giancotti, Buratti et al. 1989, Wood, Maher et al.
2000, Fusco and Fedele 2007). La premiere démonstration in vitro d’un lien entre la surexpression
des protéines HMGA et la tumorigenése a été faite par I'équipe de Giancotti en 1985 (Giancotti,
Berlingieri et al. 1985) qui a mis en évidence I'apparition et la surexpression des protéines HMGA1
phosphorylées aprés transformation de thyréocytes par le virus Kirsten murin (Giancotti, Pani et al.
1987). D’autres travaux montrent que la surexpression des protéines HMGA1 et/ou HMGA?2 induit la
transformation de différents modeles cellulaires sains (fibroblastes de rat(Fedele, Berlingieri et al.
1998),lymphoblastes humains (Wood, Maher et al. 2000), cellules épithéliales mammaires humaines
(Reeves, Edberg et al. 2001)). Le blocage de I'expression de HMGA1 inhibe a contrario la
transformation des cellules thyroidiennes (Berlingieri, Pierantoni et al. 2002) et entraine la mort des

cellules malignes (Scala, Portella et al. 2000).

Données in vivo chez lI'animal sur l'implication des HMGA dans le processus de
tumorigeneése

In vivo, les souris transgéniques qui surexpriment hmgal ou hmga2 développent des
hémopathies malignes et des adénomes hypophysaires (Fedele, Battista et al. 2002, Fedele,
Pentimalli et al. 2005, Zaidi, Okada et al. 2006). Zaidi et al (Zaidi, Okada et al. 2006) ont montré que la
surexpression de hmga2 chez des souris transgéniques aboutissait a la formation de tumeurs
bénignes (fibroadénomes mammaires, adénomes des glandes salivaires) alors que I'inactivation de
hmga2 dans un modéle murin prédisposé aux tumeurs (Morishita, Zaidi et al. 2013) diminue

I'incidence de ces tumeurs chez ces souris.

HMGA et tumorigenése : Données chez ’Homme.
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Chez 'Homme, la surexpression des protéines HMGA est constatée dans de nombreuses
tumeurs bénignes, notamment celles dérivées du tissu mésenchymateux. Dans une série de 1052
tumeurs, Dreux et al (Dreux, Marty et al. 2010) ont montré que HMGA?2 était surexprimé dans 84%
des lipomes ordinaires, 100% des lipomes intramusculaires, 18% des lipomes a cellules fusiformes et
aucun des deux cas d’hibernomes. HMGA?2 est également surexprimé dans des histiocytomes fibreux
bénins (88%), fasciites nodulaires (90%), tumeurs desmoides (16%), léiomyomes (31%),
schwannomes (20%), angiomyxomes vulvo-vaginaux agressifs (90%) et angiomes (40%)(Dreux, Marty
et al. 2010). On retrouve la surexpression de HMGA2 dans des tumeurs épithéliales bénignes telles
qgue les adénomes pléomorphes des glandes salivaires (Geurts, Schoenmakers et al. 1998) et de la
thyroide(Klemke, Muller et al. 2014). HMGA1l est surexprimée dans certains adénomes
hypophysaires(Wang, Qian et al. 2010), leiomyomes utérins, les lipomes, les hamartomes
chondroides pulmonaires et les polypes endométriaux(Hennig, Wanschura et al. 1996, Tallini, Vanni
et al. 2000).

Les protéines HMGA sont également surexprimées dans de nombreuses tumeurs malignes
solides et hématologiques (Pierantoni, Agosti et al. 2003, Odero, Grand et al. 2005). Chez 'Homme,
HMGA1 est notamment surexprimée dans les carcinomes pancréatiques (Abe, Watanabe et al.
2000), thyroidiens (Chiappetta, Tallini et al. 1998, Kim, Ryu et al. 2000), coliques (Fedele, Bandiera et
al. 1996, Abe, Watanabe et al. 1999, Chiappetta, Manfioletti et al. 2001), mammaires (Flohr, Rogalla
et al. 2003), pulmonaires (Sarhadi, Wikman et al. 2006), ovariens (Masciullo, Baldassarre et al. 2003),
du col utérin (Bandiera, Bonifacio et al. 1998) et de la sphére ORL (Rho, Lim et al. 2007). La
surexpression de la protéine HMGA2 a été rapportée dans des tumeurs malignes épithéliales
(pancréatiques (Abe, Watanabe et al. 2003), pulmonaires (Meyer, Loeschke et al. 2007),
épidermoides de la sphere ORL (Miyazawa, Mitoro et al. 2004), cholangiocarcinomes (Lee, Wu et al.
2014), ovariennes (Mahajan, Liu et al. 2010, Zhang, Ding et al. 2013), carcinomes séreux utérins
(McCluggage, Connolly et al. 2012) et ovariens (Califano, Pignata et al. 2014), de vessie (Ding, Wang
et al. 2014)), des carcinomes-ex-adénomes pléomorphes des glandes salivaires (Roijer, Nordkvist et
al. 2002) mais également dans des hépatoblastomes (Lee, Zhang et al. 2013) et des mélanomes
(Raskin, Fullen et al. 2013). HMGA2 est également surexprimée dans un certain nombre de TA
bénignes et malignes. Dans la série de Dreux et al(Dreux, Marty et al. 2010), parmi les LPS, HMGA2
est surexprimée dans 86% des TLA/LBD, 67% des LDD, 11% des LPS pléomorphes et aucun LPS
myxoide. HMGA2 était aussi surexprimée dans certains sarcomes non LPS, comme les
leiomyosarcomes (13%), les myxofibrosarcomes (26%), les rhabdomyosarcomes embryonnaires
(36%), les tumeurs a cellules rondes desmoplatiques (2 cas sur les 3 publiés) et les sarcomes
épithélioides (2 cas sur les 6 publiés). De maniére générale, la surexpression de HMGA2 est associée

a un phénotype tumoral plus agressif et un moins bon pronostic (Balcerczak, Pasz-Walczak et al.
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2003, Flohr, Rogalla et al. 2003, Raskin, Fullen et al. 2013, Califano, Pignata et al. 2014, Lee, Wu et al.
2014). De maniere paradoxale, des cas de surexpression des protéines HMGA ont également été
décrits dans des sous types tumoraux bien différenciés alors que cette expression était perdue ou
diminuée dans les sous types peu différenciés de moins bon pronostic (Akai, Ueda et al. 2004,

Donato, Martinez Hoyos et al. 2004, Franco, Esposito et al. 2008).

Mécanismes biologiques impliqués dans I'action pro-oncogénique des HMGA.

Plusieurs mécanismes, non exclusifs, ont été décrits pour comprendre le role des protéines
HMGA dans la transformation cellulaire. Parmi ceux-ci, on peut retenir :

-I'induction de I'activité de facteurs de transcription tels qu’E2F1 (E2F transcription factor 1)
(Fedele, Pierantoni et al. 2006) ou PIT1 (Pltuitary specific Transcription factor 1) (Palmieri, Valentino
et al. 2012)

-I'induction de I'expression des cyclines (Fedele, Pierantoni et al. 2001, Tessari, Gostissa et al.
2003, Kolb, Fritsch et al. 2007, De Martino, Visone et al. 2009)

-"'augmentation de I'activité du complexe AP1 (complexe adaptateur pour la clathrine AP1)
qui peut inclure trois protéines JUN (JUN, JUNB, JUND) et quatre protéines FOS (FOS, FOSB, FRA1,
FRA2) capable d’induire la transcription de nombreux génes impliqués dans la prolifération cellulaire
et 'oncogenése (Vallone, Battista et al. 1997, Cleynen, Huysmans et al. 2007).

-I'inhibition de I'apoptose (Frasca, Rustighi et al. 2006, Esposito, Tornincasa et al. 2012,
Natarajan, Hombach-Klonisch et al. 2013)

-la fragilisation de la réparation de I'ADN et la majoration de l'instabilité génomique
(Subramanian and Griffith 2002, Baldassarre, Battista et al. 2003, Borrmann, Schwanbeck et al. 2003,
Reeves and Adair 2005, Li, Boo et al. 2009)

-la promotion de la synthése de protéines pro-inflammatoires (Kim, Reeves et al. 1995,
Himes, Coles et al. 1996, Ji, Xu et al. 1998, Mantovani, Covaceuszach et al. 1998, Perrella, Pellacani et
al. 1999, Kim, Kelly et al. 2001)

-la modulation de la transition épithélio-mésenchymateuse (Thuault, Valcourt et al. 2006,
Watanabe, Ueda et al. 2009, Wu, Liu et al. 2011, Tan, Thuault et al. 2012, Guo, Chen et al. 2013, Luo,
Li et al. 2013, Morishita, Zaidi et al. 2013, Pegoraro, Ros et al. 2013, Zha, Zhang et al. 2013, Zhu, Li et
al. 2013, Ding, Wang et al. 2014, Li, Zhao et al. 2014, Liu, Liu et al. 2014, Ma, Nong et al. 2014, Suh,
Yoo et al. 2014)

-la régulation de I'expression des microARN (Mansueto, Forzati et al. 2010, Zhang, Ma et al.
2011, Mussnich, D'Angelo et al. 2013) ou de leur disponibilité pour la régulation d’autres génes
(Kumar, Armenteros-Monterroso et al. 2014)

-la modulation de la méthylation du génome (Sun, Song et al. 2013).

40



1-2-5. HMGA : des suppresseurs de tumeurs

Paradoxalement les protéines HMGA peuvent également agir comme des suppresseurs de
tumeurs dans certains contextes cellulaires. En effet les souris hmgal-/- et hmgal+/- développent
des lymphomes B par perte de mécanismes de régulation spécifique dépendantes des cytokines
sécrétées par les lymphocytes T (Fedele, Fidanza et al. 2006). Les protéines HMGA s’accumulent dans
la chromatine des fibroblastes sénescents et sont essentielles a la formation des foyers
hétérochromatiques associés a la sénescence (senescence associated heterochromatic foci :
SAHFs)(Narita, Krizhanovsky et al. 2006). Les protéines HMGA coopérent avec le gene suppresseur de
tumeur CDKN2A (p16), pour favoriser la formation des SAHFs et arréter la prolifération, stabilisent la
sénescence en contribuant a la répression des genes associés a la prolifération cellulaire. De maniéere
notable, ces propriétés antiprolifératives de HMGA sont perdues si les protéines MDM2 et CDK4 sont
surexprimées, ce qui est souvent le cas dans les tumeurs malignes et particulierement celui des
TLA/LBD-LDD (Narita, Krizhanovsky et al. 2006). Ainsi le role de ces protéines dans la régulation de la
prolifération cellulaire est-il fortement dépendant des interactions avec les autres protéines
nucléaires et fortement corrélé au contexte cellulaire (Li, Lu et al. 2007). La protéine RB1 jouerait
également un réle essentiel dans la formation de ces SAHFs induite par HMGA2 (Shi, Tian et al.
2013). HMGA2 est également capable d’induire 'apoptose dans des lignées dérivées de cellules
embryonnaires pulmonaires humaines (Shi, Tian et al. 2014). Dans cette étude, les cellules qui
surexprimaient HMGA2 étaient arrétées en phase G2/M avec un phénotype nucléaire compatible
avec un état pré-apoptotique. De plus, la surexpression de HMGA2 était associée a la surexpression
de protéines pro-apoptotiques (p53, bax, caspase 9 clivée) et a l'inhibition de protéines anti-

apoptotiques (BcL2)(Shi, Tian et al. 2014).

1-2-6. HMGA et adipogenése

Une autre fonction qui semble antinomique avec les propriétés pro-oncogéniques de HMGA?2
est I'induction de la différenciation adipocytaire. En effet, HMGA2 joue un réle essentiel dans la
formation du tissu adipeux. Alors que l'inactivation du géne hmgal donne naissance a des souris
avec des hypertrophies cardiaques et un diabéte de type 2 (Fedele, Fidanza et al. 2006), les souris
knock-out hmga2-/- ont un phénotype particulier dit pygmy correspondant a une diminution de la
taille et du poids des souris essentiellement aux dépens du tissu adipeux (Zhou, Benson et al. 1995)
ce qui suggere que HMGA2 joue un réle essentiel dans la régulation de la prolifération et la
différenciation adipocytaires (figure 5B). Le double knock-out hmgal et hmga2 donne naissance a
des souris au phénotype dit super-pygmy (Federico, Forzati et al. 2014) caractérisé par une létalité

plus importante (majorité de déces in utero), une réduction de I'ordre de 75% de la taille des
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animaux suggérant une compensation possible de hmgal dans les fonctions de hmga2, et
réciproguement.

Anand et Chada (Anand and Chada 2000) ont étudié I'effet de la modulation in vivo de
I’expression de hmga2 dans le tissu adipeux de souris adultes obéses. Les souris qui avaient un déficit
au moins partiel de hmga2 ne grossissaient pas malgré un régime hypercalorique, et ceci de maniére
dose-dépendante selon le niveau d’inhibition de I'expression du gene. Ces données ont conforté le
role de HMGAZ2 dans la prolifération pré-adipocytaire et fait proposer son ciblage spécifique pour la
prévention et le traitement du diabete. De plus, les modeles murins transgéniques qui
surexprimaient hmga2 dans sa forme tronquée (Battista, Fidanza et al. 1999, Arlotta, Tai et al. 2000)
ou entiére (Fedele, Battista et al. 2002) avaient un phénotype particulier récurrent qui associe
gigantisme et lipomatose. Sun et al(Sun, Fu et al. 2009) ont par ailleurs montré que I'invalidation de
hmga2 dans une lignée de préadipocytes murins inhibait sa différenciation en adipocytes. lls
démontrent également sur ce méme modeéle une corrélation inverse entre les niveaux d’expression
de hmga2 et ceux de plusieurs membres de la famille let-7 et suggerent I'implication de ces miARN
dans la régulation de la différenciation adipocytaire. Sur ce méme modele, la différenciation
adipocytaire est associée a une surexpression de hmgal, alors que l'inhibition de la synthése de
hmgal augmente le taux de croissance et supprime la différenciation adipocytaire (Melillo,
Pierantoni et al. 2001). L'expression d’une forme tronquée de hmgal augmente la croissance
cellulaire sans bloquer la différenciation adipocytaire ni induire de phénotype malin (Pierantoni,
Battista et al. 2003).

La méme équipe a montré que la régulation de la différenciation adipocytaire par les
protéines hmga faisait intervenir la protéine Rb (Esposito, Pierantoni et al. 2009). Plus récemment,
Wei et al(Wei, Li et al. 2014) ont montré que la surexpression des let-7 dans des lignées de cellules
souches mésenchymateuses (cette fois-ci humaines) favorisait I'ostéogenese et inhibait
I’adipogenese en inhibant la synthése de HMGAZ2. Zhang et al montrent pour leur part une possible
inhibition de la différenciation adipocytaire dans des cellules souches mésenchymateuses par
I'inhibition de la synthese de HMGA1 régulée par la surexpression des microARN mir-26a et mir-26b

(Zzhang, Wang et al. 2014).

42



Figure 5. Expression de HMGA?2, adipogenése et formation des lipomes.
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Pour les souris normales (A) la prolifération pré-adipocytaire puis la différenciation adipocytaire se
succédent. Dans des conditions favorisant I'obésité, la population pré-adipocytaire se multiplie,
augmentant ainsi la capacité de stockage de graisses associée a une augmentation du nombre et de
la taille des adipocytes. (B) Pour les souris avec inactivation de hmga2, la prolifération des pré-
adipocytes ne se fait pas normalement et les souris naissent avec un phénotype pygmy caractérisé
par une petite taille et une perte drastique de la masse du tissu adipeux mature ; dans des conditions
favorisant I'obésité, il n’y a pas d’expansion clonale des pré-adipocytes, I'augmentation de taille est
seulement liée a I'hypertrophie des adipocytes.(C) Dans les adipocytes de lipomes, hmga2 est
anormalement surexprimé dans les adipocytes matures différenciés ce qui induit une dérégulation

de la prolifération. D’aprées Ashar et al 2010 (Ashar, Chouinard et al. 2010).

1-2-7. Remaniements structuraux et numériques de HMIGA2
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Remaniements de la structure du géne HMGA2
La surexpression de HMGA2 qui est décrite dans de nombreux types de tumeurs mésenchymateuses
(TM) bénignes, mais également dans certaines tumeurs épithéliales bénignes, est associée a des
remaniements chromosomiques, le plus souvent des translocations, ou parfois des insertions,
inversions, délétions, dont un des points de cassure est le plus souvent dans le troisieme intron de
HMGA2(Kazmierczak, Wanschura et al. 1995), induisant I'expression d’une protéine tronquée ou
d’une protéine chimérique issue de la fusion de HMGA2 avec un géne partenaire variable. Dans les
deux cas, la protéine conserve les sites fonctionnels de fixation a ’ADN de HMGA2 qui sont codés par
les trois premiers exons et perd la partie régulatrice négative située en 3’UTR de ’ARNm de HMGA2
de méme que la partie C-terminale de la protéine HMGA2. Des remaniements de la région 12q13-15
impliquant HMGA2 sont décrits dans des lipomes (Sreekantaiah, Leong et al. 1991, Ashar, Fejzo et al.
1995, Schoenmakers, Wanschura et al. 1995, Wanschura, Dal Cin et al. 1997, Bartuma, Hallor et al.
2007), des léiomyomes utérins (Heim, Nilbert et al. 1988, Hennig, Rogalla et al. 1997), des
hamartomes chondroides pulmonaires (Kazmierczak, Rosigkeit et al. 1996), des fibroadénomes
mammaires (Staats, Bonk et al. 1996), des polypes endométriaux (Walter, Fan et al. 1989, Dal Cin,
Wanschura et al. 1998), des adénomes pléomorphes des glandes salivaires (Geurts, Schoenmakers et
al. 1997, Geurts, Schoenmakers et al. 1997, Geurts, Schoenmakers et al. 1998) et des angiomyxomes
vulvaires agressifs (Rabban, Dal Cin et al. 2006). HMGA2 est également surexprimé, remanié et
amplifié dans certaines tumeurs épithéliales bénignes telles que les adénomes hypophysaires (Finelli,

Pierantoni et al. 2002, Pierantoni, Finelli et al. 2005).

Geénes partenaires de fusion de HMGAZ2 dans les tumeurs bénignes.

Lorsque nous avons débuté nos travaux, tres peu de geénes partenaires de fusion de HMGA2
avaient été décrits dans les TM bénignes autres que les lipomes : FHIT (fragile histidine triad protein)
dans les carcinomes-ex adénome pléomorphes des glandes salivaires (Geurts, Schoenmakers et al.
1997) localisé en 3p14.2, RAD51B localisé en 14923 dans certains léiomyomes utérins (RAD51
paralog B) (Schoenmakers, Huysmans et al. 1999), HEI10 (Human enhancer of invasion-10) localisé en
14q11 dans certains Iéiomyomes utérins (Mine, Kurose et al. 2001, Mine, Kurose et al. 2001), LPP
(Lipoma Preferred Partner) localisé en 3928 dans certains chordomes et hamartomes chondroides
pulmonaires (Rogalla, Kazmierczak et al. 1998, Dahlen, Mertens et al. 2003). Si la détection du géne
de fusion HMGA2-géne X est établie dans ces publications (Geurts, Schoenmakers et al. 1997,
Rogalla, Kazmierczak et al. 1998, Schoenmakers, Huysmans et al. 1999, Mine, Kurose et al. 2001,
Dahlen, Mertens et al. 2003), la détection du transcrit réciproque X-HMGA2 est moins systématique
et a plus précisément été publiée pour le géne de fusion FHIT-HMGAZ2 et RAD51B-HMGA?2 (Geurts,

Schoenmakers et al. 1997, Schoenmakers, Huysmans et al. 1999). Dans le cas particulier des lipomes,
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alors que plus de 40 bandes chromosomiques ont été décrites comme fusionnant avec la région
1213-15 (Bartuma, Hallor et al. 2007), seuls 5 genes partenaires de fusion avaient été identifiés :
LPP (Petit, Mols et al. 1996, Hatano, Morita et al. 2008)), CXCR7 (C-X-C chemokine receptor type 7 )
localisé en 2g37 (Broberg, Zhang et al. 2002, Hatano, Morita et al. 2008)), EBF (Early B-cell factors )
localisé en 533 (Nilsson, Mertens et al. 2006)), LHFP (Lipoma HMGIC Fusion Partner) localisé en
13g12 (Petit, Schoenmakers et al. 1999)) et NFIB (Nuclear Factor I/B) localisé en 9p22 (Nilsson,
Panagopoulos et al. 2005, Italiano, Ebran et al. 2008). Le géne de fusion le mieux connu et le plus
fréquent, HMGA2-LPP, issu de la translocation t(3 ;12)(q28 ;q14), représente environ 20% des cas de
lipomes avec altération en 12q. HMGA2 fusionne avec les domaines LIM de LPP. LPP est une protéine
riche en proline qui se localise au niveau des zones de jonction focales ainsi qu’au niveau des zones
de jonctions cellules-cellules. La protéine LPP est composée d’'un motif leucine-zipper dans sa partie
N-terminale et de trois régions LIM dans sa partie C terminale. La fusion avec HMGA2 donne
naissance a deux transcrits de fusion HMGAZ2-LPP et LPP-HMGA?Z2 (Petit, Mols et al. 1996).

Une premiere hypothése suggere que la cassure du géne partenaire ou son activation
intervient dans la pathogénie de ces tumeurs. Dans un certain nombre de cas, la troncation de
HMGA2 seule, et notamment la perte de son extrémité 3’UTR, est I'événement oncogénique
principal. Les genes de fusion potentiels sont trés variés (une quarantaine de loci chromosomiques
différents impliqués pour les lipomes (Bartuma, Hallor et al. 2007)) alors que le phénotype tumoral
est le plus souvent identique d’un cas a I'autre de lipome « ordinaire ». Le géne partenaire ne semble
pas avoir d’effet spécifique (Kazmierczak, Wanschura et al. 1995), a I'exception peut-étre du géne
NFIB, selon nos travaux ( (Italiano, Ebran et al. 2008) , article 1(Pierron, Fernandez et al. 2009)).
Fedele et al (Fedele, Berlingieri et al. 1998) ont montré dans un modeéle de fibroblastes murins que
I’expression de la forme tronquée de hmga2 qui conservait uniquement les domaines de fixation a
I’ADN avait un potentiel de transformation équivalent a celui de la protéine chimérique issue du
géne de fusion hmga2-lpp alors que la forme sauvage, non tronquée, de hmga2 n’avait aucun
pouvoir de transformation cellulaire. Il est a noter que le pouvoir oncogénique de hmga2 tronquée
est beaucoup plus faible (jusqu’a 30 fois moins de foyers induits) que celui d’oncogénes tels que ras
ou ret ce qui est concordant avec la faible agressivité des tumeurs qui n’ont qu’un remaniement

structural isolé de HMGA2 (Fedele, Berlingieri et al. 1998).

Conséquences des remaniements structurels de HMGA2 sur la régulation de son expression
par son extrémité 3’UTR.

Des premiéres données suggéraient la présence d’éléments de régulation négative en 3'UTR
de HMGA2 (Borrmann, Wilkening et al. 2001). Plus récemment, |'identification de plusieurs sites de

fixation aux microARNs dans la partie 3’'UTR de 'ARNm de HMGAZ2 est venue renforcer cette
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hypothese (Hebert, Norris et al. 2007, Lee and Dutta 2007, Mayr, Hemann et al. 2007, Wang, Zhang
et al. 2007). Les microARN sont des ARN non codants de 21 a 25 nucléotides capables de réguler
négativement |’expression post-transcriptionnelle de certains génes(Zhang, Pan et al. 2006). lIs
s’apparient avec des ARNm cibles dont ils sont partiellement complémentaires. Cette hybridation
réprime la traduction de la protéine correspondante ou clive 'ARNm cible au milieu du site de
fixation du miARN, mécanisme similaire au phénomene d’interférence. Les microARN sont impliqués
dans un grand nombre de fonctions physiologiques (développement, différenciation, croissance
cellulaire, apoptose, métabolisme) et interviennent dans les mécanismes de carcinogenéese en tant
gu’oncogenes ou suppresseurs de tumeurs (Zhang, Pan et al. 2006). Plus particulierement, 8 sites de
fixation aux microARN /et-7 ont été identifiés dans la région 3'UTR de HMGA2. Les microARN /et-7
sont caractérisés par des niveaux d’expression a peine détectables chez 'embryon et une expression
maximale dans les tissus différenciés de I'adulte (Miska, Alvarez-Saavedra et al. 2004), soit un profil
d’expression en miroir de celle de HMGAZ2. Il a été démontré pour la premiére fois en 2007 que des
mutations inactivatrices de ces sites, de méme que l'inactivation fonctionnelle des let-7, entrainaient
la surexpression de I’ARNm de HMGA?2 en réduisant sa dégradation dans des lignées de carcinomes
pulmonaires humains et une lignée de carcinome indifférencié humaine (Lee and Dutta 2007, Mayr,
Hemann et al. 2007). Ainsi les remaniements structurels de HMGA2 observés dans de nombreuses
TM bénignes pourraient expliquer I'activation de I'expression de HMGA2 par la délétion de la partie

3’UTR du géne.

Anomalies du nombre de copies de HMGA2 et tumorigeneése.

Un autre mécanisme de surexpression tumorale de HMGA2 est I'amplification de tout ou
d’une partie du gene. Parfois un gain de copies du géne remanié est constaté (prolactinomes (Finelli,
Pierantoni et al. 2002)). L'amplification a été décrite dans des tumeurs de malignité intermédiaire
(chordomes (Shadan, Mascarello et al. 2000)) mais surtout dans des tumeurs malignes (carcinomes-
ex adénomes pléomorphes des glandes salivaires (Roijer, Nordkvist et al. 2002, Persson, Andren et al.
2009), ostéosarcomes (Kools and Van de Ven 1996, Gisselsson, Hoglund et al. 1998, Wei, Lonardo et
al. 1999), fibrosarcomes (Gisselsson, Hoglund et al. 1998), TLA/LBD (Dei Tos, Doglioni et al. 2000,
Forus, Larramendy et al. 2001)). HMGAZ2 est remanié avec conservation des trois premiers exons au
moins et amplifié dans les TLA/LBD-LDD (Meza-Zepeda, Berner et al. 2001, Storlazzi, Mertens et al.
2003), les ostéosarcomes (Kools and Van de Ven 1996) et les rhabdomyosarcomes(Bouron-Dal Soglio,
Rougemont et al. 2009).

En utilisant la méthode de FISH avec des sondes de fission (sondes « break-apart ») flanquant
le gene HMGAZ2, notre équipe a observé en 2008, peu avant le début de mes travaux de these, le

remaniement et I"amplification de HMGA2 dans tous les cas d’une série de 38 LBD/LDD (Italiano,
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Bianchini et al. 2008). D’une part ces résultats démontraient I'intérét d’utiliser la méthode de FISH
dans cette approche. En effet il est possible que les « puces » a ADN utilisées par d’autres équipes
dans des séries de LBD/LDD n’aient pas couvert de maniére assez exhaustive les différentes parties
du géne HMGA?2 et aient ainsi occulté le caractére quasi-systématique de ses altérations dans ces
tumeurs. D’autre part, ces résultats, corrélés aux données de la littérature, ont conforté la nécessité
d’étudier plus avant les mécanismes de dérégulation du gene HMGA2 dans les TA bénignes et

malignes.
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2-TRAVAUX DE RECHERCHE

2-1. Etat du sujet de recherche lors du début de mes travaux de thése

Le laboratoire de génétique des tumeurs solides du CHU de Nice dans lequel j'ai effectué ma
thése mene en paralléle une activité de diagnostic clinique et de recherche fondamentale. Une
grande partie de ces deux activités complémentaires est consacrée a I’étude des tumeurs des tissus

mous.

Caractérisation cytogénétique et génomique des TA malignes.
L'étude de la génomique des TA est un axe de recherche prioritaire du laboratoire, faisant
suite aux travaux dans ce domaine de F. Pedeutour et de L. Bianchini ainsi que de plusieurs étudiants

en these de Sciences, dont le Pr N. Sirvent et les Drs A. Italiano et G. Maire.

Caractérisation de I'amplicon 12g13-15 dans les TLA/LBD et LDD.

En effet, dés les années 1990, des travaux menés au sein du laboratoire ont montré
I'implication constante du chromosome 12 (Pedeutour, Suijkerbuijk et al. 1993, Pedeutour, Merscher
et al. 1994), ainsi que I'implication variable d’autres chromosomes (Pedeutour, Suijkerbuijk et al.
1994, Pedeutour, Forus et al. 1999, Forus, Bjerkehagen et al. 2001), dans la composition des
chromosomes géants et des chromosomes en anneaux caractéristiques des TLA/LBD. Si la taille et la
composition de ces chromosomes marqueurs est variable selon les tumeurs, leur point commun est
I'amplification constante de la région 12q13-15. L’évolution des techniques d’analyse de I’ADN
depuis le caryotype a la cytogénétique moléculaire (technique de FISH), les techniques de PCR puis la
CGH ont permis d’affiner la connaissance de ces chromosomes marqueurs ainsi que la composition
de la région 12q14-15. Les travaux du laboratoire ont ainsi contribué a montrer la constante
amplification dans les TLA/LBD et LDD du géne MDM?2, considéré comme le géne « cible » de cette
pathologie. Ces travaux ont également mis en évidence la présence d’autres régions
chromosomiques amplifiées non contiglies dans ces chromosomes marqueurs ainsi qu’une variabilité
de I'origine de ces séquences chromosomiques (Pedeutour, Forus et al. 1999). Le réle diagnostique
de la détection de I'amplification des génes MDM2 et CDK4, dans la distinction des TLA/LBD de
certains lipomes ou encore la distinction des LDD d’autres tumeurs indifférenciées malignes ont été
mis en évidence (Coindre, Hostein et al. 2004, Hostein, Pelmus et al. 2004, Sirvent, Coindre et al.
2007). Plus particulierement, notre équipe a montré que si la détection par IHC de MDM2 et CDK4
dans les TLA/LBD et LDD était dans la grande majorité des cas fiable, avec une bonne sensibilité et

une bonne spécificité, la détermination de I'amplification des deux génes par les techniques de gPCR

48



et le FISH (Sirvent, Coindre et al. 2007) restait la référence notamment pour les cas douteux (par
exemple surexpression focale de la protéine ou au contraire expression dans de nombreuses cellules
mais de faible intensité).

Caractérisation des néocentromeéres des TLA/LBD et LDD.

Notre équipe s’est également intéressée aux mécanismes de transmission de ces
chromosomes marqueurs durant la mitose et a constaté une transmission stable malgré 'absence de
séquences alpha-satellites sur ces chromosomes surnuméraires (Sirvent, Forus et al. 2000). Une
fonction centromérique a été démontrée par la détection de kinétochores reflétés par la positivité du
marquage anti-CENPC (centromére protéine C) dans les cas de TLA/LBD. La présence de ces
séquences stables non alphacentromériques est une caractéristique des TLA/LBD. Notre équipe a
montré que ces séquences provenaient d’autres chromosomes que le chromosome 12 et
présentaient une origine chromosomique variable sans impliquer de séquence d’ADN spécifique
(Italiano, Maire et al. 2009).

Mise en évidence de TA aux anomalies génétiques intermédiaires entre lipomes et
TLA/LBD.

Notre équipe a également décrit des lipomes aux anomalies cytogénétiques particulieres
indiquant I'existence de TA a génomique intermédiaire entre lipome et TLA/LBD. En effet, ces
lipomes présentaient des gains et remaniements complexes de la région 12g13-15. A la différence
des TLA/LBD, ces gains étaient toujours modérés (<10 copies), en dessous du seuil habituellement
considéré comme une amplification, et les gains de MDM2 et CDK4 ne se traduisaient pas par la
surexpression des protéines respectives de ces génes. Certains de ces lipomes (5/8) présentaient
également des anomalies structurales de HMGAZ2 (5/8)(Italiano, Cardot et al. 2007). L’analyse de ces
tumeurs particuliéres a permis de montrer que le gain modéré de la région 12g13-15 ne suffisait pas
a l'acquisition d’'un phénotype malin et démontrer I'existence de TA aux anomalies génomiques
intermédiaires entre les lipomes et les LPS. Ainsi, il semblerait que certains lipomes rassemblent des
éléments préliminaires génomiques qui auraient pu les entrainer vers la voie de la malignité, mais
qgue, sans CMS munis de néocentromeéres et capables de porter les amplicons, ces tumeurs restent
des lipomes et ne se transforment jamais en TLA/LBD.

HMGA2 est un partenaire constant de I'amplification de MDM2 alors que CDK4 appartient
a un amplicon distinct fréquent mais non constant.

L’analyse systématique par FISH de 38 cas de LBD et LDD avec 17 sondes FISH qui couvrent la
région 12q13-15 a permis de confirmer I'amplification constante de MDM2. Cette analyse a
démontré pour la premiére fois la constance de I'amplification de HMGA2 (au niveau de ses trois
premiers exons). Cette observation était surprenante a I'époque car il était alors plus volontiers

admis que des genes tels que CDK4 ou YEATS4 étaient les partenaires de co-amplification de MDM2.
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Cette analyse a permis de préciser la structure génomique complexe de la région 12q13-15 dans les
TLA/LBD et LDD de méme que le niveau d’amplification élevé des oncogénes identifiés. Cette analyse
montrait également le caractére discontinu de I'amplification de cette région qui associe des
amplicons distincts de taille variable selon les tumeurs (Italiano, Bianchini et al. 2008).

Dans I'étude d’une autre série de 188 TLA/LBD et LDD (Italiano, Bianchini et al. 2009), notre
équipe a complété les observations précédentes et montré que CDK4 n’était pas co-amplifié avec
MDM?2 dans 24% des cas. L'amplification de CDK4 était de plus significativement associée aux LDD et
aux tumeurs de localisation profonde. L'absence d’amplification de CDK4 n’était pas associée a des
anomalies génétiques potentiellement substitutives telles que les délétions de RB1 ou CDKN2A ou
encore I'amplification de CCND1. Au contraire, en utilisant les techniques de RT-PCR et d’'IHC, notre
équipe a montré une surexpression fréquente de p16 et CCND1 et une perte d’expression fréquente
de RB1 indépendamment du statut d’amplification de CDK4 dans ces tumeurs.

Ainsi, ces travaux confortaient I’'hypothese d’un réle non négligeable, mais secondaire de
CDK4 dans les TLA/LBD et étayaient l'intérét d’étudier de maniére plus approfondie le rdle de
HMGAZ2 dans ces tumeurs.

Caractérisation cytogénétique et génomique des TA bénignes.

Les travaux de notre laboratoire avaient également porté sur la caractérisation génétique des
TA bénignes. En effet, la compréhension des anomalies a l'origine de la dérégulation de la
prolifération cellulaire qui caractérise les tumeurs bénignes permet d’appréhender la complexité des
mécanismes qui conduisent a la transformation cellulaire caractéristique des tumeurs malignes. Les
travaux de notre laboratoire ont notamment consisté en la description des anomalies structurales
récurrentes dans les lipomes (caractérisation des points de cassure en 12q13 (Merscher, Marondel
et al. 1997), étude des del 13q caractéristiques des lipomes a cellules fusiformes (Dumollard,
Ranchere-Vince et al. 2001), caractérisation de lipomes sans anomalie apparente de la région 12q13-
15(Foa, Mainguene et al. 2002)). Un intérét particulier a été porté sur les genes partenaires de fusion
du géne HMGA2, en identifiant notamment le gene NFIB non seulement comme un partenaire
récurrent de HMGA2 mais aussi pouvant étre corrélé a des localisations profondes ou des tailles

volumineuses (Italiano, Ebran et al. 2008).
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2-2. Role de HMGA2 et de ses partenaires de fusion dans la tumorigénese des lipomes

Article 1

A. Pierron, C. Fernandez, E. Saada, F. Keslair, G. Hery, H. Zattara, F. Pedeutour. HMGA2-NFIB
fusion in a pediatric intramuscular lipoma: a novel case of NFIB alteration in a large deep-seated

adipocytic tumor. Cancer Genet Cytogenet. 2009 Nov;195(1):66-70.

Article 2
L. Bianchini, L. Birtwisle, E. Sadda, A. Bazin, E. Long, J-F. Roussel, J-F. Michiels, F. Forest, C.
Dani, O. Myklebost, I. Birtwisle-Peyrottes, F. Pedeutour. ldentification of PPAP2B as a Novel

Recurrent Translocation Partner Gene of HMGA?Z2 in Lipomas. Genes Chromosomes and Cancer, 2013.

Jun;52(6):580-90.
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Nous avons vu que les anomalies chromosomiques dans les TM bénignes sont trés diverses,
mais qu’elles sont dominées par les remaniements du géne HMGA2.

Dans les lipomes, I'altération la plus fréquente est une t(3;12)(q28;q14.3) entrainant la
fusion de HMGA2 et du gene LPP. Outre l'intérét diagnostique, I'identification et la caractérisation
des autres génes partenaires de fusion de HMGAZ2 permettent d’apporter des indices précieux a la
compréhension des mécanismes de dérégulation de HMGA2.

Une premiere partie de notre travail a été consacrée a la caractérisation de deux genes

partenaires de fusion de HMGAZ2 dans les lipomes, NFIB et PPAP2B.

Article 1 :

Dans ce premier manuscrit, en utilisant les techniques de FISH et RT-PCR, nous avons mis en
évidence la fusion de HMGAZ2 avec le géne NFIB (9p22) dans un cas de lipome pédiatrique avec
translocation (9;12)(p22;914). Une premiére particularité est la survenue de ce lipome chez un
enfant alors que les lipomes pédiatriques sont particulierement rares. Ce lipome était de localisation
profonde et de taille inhabituellement grande, caractéristiques anatomiques qui étaient également
retrouvées dans la série de lipomes de I'adulte précédemment décrite par notre équipe (Italiano,
Ebran et al. 2008) pour lesquels la fusion de HMGA2 et NFIB avait également été mise en évidence.
Le rbéle connu de NFIB dans d’autres modéles tumoraux (adénomes pléomorphes des glandes
salivaires (Geurts, Schoenmakers et al. 1998), carcinomes adénoides kystiques du sein (Miyai,
Schwartz et al. 2014) ou des glandes salivaires (Stenman 2013), pathologies myéloprolifératives (Rice,
Lin et al. 2011), carcinomes a petites cellules (Dooley, Winslow et al. 2011), cancers du sein triple
négatif (Han, Jung et al. 2008)) est un argument supplémentaire pour soutenir un role potentiel de
NFIB dans la biologie particuliere de ces tumeurs.

Ce role particulier dans les lipomes est d’autant plus probable que NFIB est potentiellement
impliqué dans I'adipogenése. En effet, I'inhibition de I'expression de NFIB ou de NFIA dans des
lignées de pré-adipocytes (3T3-L1) supprime l'induction de génes impliqués dans la différenciation
adipocytaire (PPARy et C/EBPa) ainsi que I"accumulation de vacuoles lipidiques dans ces cellules
(Waki, Nakamura et al. 2011). Cependant, la survenue d’un codon stop a proximité en aval du point
de fusion entre les quatre premiers exons de HMGA2 et I'exon 9 de NFIB (Nilsson, Panagopoulos et
al. 2005, Italiano, Ebran et al. 2008) laisse également supposer que la troncation de HMGAZ2 est en
elle-méme primordiale pour la genése de ces tumeurs (Fedele, Berlingieri et al. 1998, Arlotta, Tai et

al. 2000).
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HMGA2—NFIB fusion in a pediatric intramuscular lipoma: a novel
case of NFIB alteration in a large deep-seated adipocytic tumor
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Abstract Lipomas are frequently characterized by aberrations of the 12q13~q15 chromosomal region and often
by rearrangements of the HMGA2 gene. These rearrangements include the formation of chimeric genes
that fuse the 5’ region of HMGA?2 with a variety of partners, such as LPP (3q28) or NFIB (9p22). We
describe here the fourth reported case of lipoma showing a HMGA2—NFIB fusion, and the first one
in a child. We found a translocation t(9;12)(p22;q14) in a deep-seated intramuscular lipoma occurring
in the buttock of a 5-year-old boy. By fluorescence in situ hybridization and reverse-transcription poly-
merase chain reaction, we have shown that the translocation t(9;12) resulted in an in-frame fusion of the
first four exons of HMGAZ2 with the last exon of NFIB. Intramuscular lipomas are very rare in childhood.
Our results confirm that lipomas containing NFIB rearrangements may be related to peculiar clinicohis-
tologic features, including large size, deep situation, infiltration of surrounding muscles, or precocious
occurrence. Both the truncation of HMGA?2 and the nature of its fusion partner gene might be relevant in
the adipose tissue tumorigenesis. © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction case of a deep—seated lipogenic tumor in a 3-year-old
child, the karyotype of which showed a reciprocal translo-
cation t(8;12)(q13;q15) as the sole chromosomal abnor-
mality. Bao and Miles [10] described a three-way
translocation t(1;4;12)(q25;927;q15) in an intramuscular
lipoma from a 8-year-old girl. Peulve et al. [15] observed
both trisomy 19 and tetrasomy Iq in all metaphases
analyzed in a case of myxolipoma in a 3-year-old girl. In
addition, Bartuma et al. [16] reported six cases of lipomas
in patients younger than 15 years, including two cases with
12q13~q15 rearrangements, one case with 6p abnormality,
and three variant alterations.

Here we report a case of a deep-seated pediatric lipoma
presenting a rearrangement of HMGA2 and NFIB genes.

Lipomas are the most common benign mesenchymal
adipose tissue tumors in adults. They are usually observed
in the fifth to seventh decades of life. In contrast, lipomas
in children are rare [1]. Approximately 30 cases of pediatric
lipomas have been described in the literature. These cases are
remarkable because of their unusual characteristics, and they
may not faithfully reflect the status of lipomas in children.
Some were reported because of their large size [2,3] or the
kinetics of their growth [4]. Some other cases displayed atyp-
ical topography, such as cerebellopontine angle [5], middle
ear [6], omentum [2], medial canthus [7], pericardia [4], tuber
cinereum [8], retroperitoneum [9], or nerve [3]. These
unusual locations may cause compressions or obstructions
[2,3]. Intramuscular [7,10], infiltrating [11], or multiple
lipomas have also been described, often part of more
complex neonatal malformative syndromes [5,12,13].

The cytogenetic and molecular information concerning 2.1. Case report
pediatric lipomas is scarce. Vanni et al. [14] reported the

2. Materials and methods

A 5-year-old boy presented a palpable mass in the left

* Corresponding author. Tel.: +33-4-93377012; fax: +33-4-93377007. buttock. Magnetic resonance imaging showed a well-
E-mail address: pedeutou@unice.fr (F. Pedeutour). delineated multilobulated mass adjacent to the gluteus
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maximus and gluteus medius. The two main nodules
measured 50x50 mm and 65x50 mm. The patient was
treated by marginal excision of the lesion. Macroscopically,
the tumor was fragmented and skeletal muscle was attached
to some fragments. It weighed 97 g. On cross section, the
tumor appeared pale yellow. Histologically, the tumor
was ill-demarcated and showed an infiltrative growth
pattern, entrapping the surrounding muscle fibers. It was
composed of mature adipocytes (Fig. 1A). There was no
pronounced lobulated pattern typical of lipoblastoma.
Nuclear atypia, myxoid changes and lipoblasts were absent.
The diagnosis was lipoma with an intramuscular compo-
nent. At 1 year after excision, there was no sign of clinical
or radiologic recurrence.

2.2. Molecular cytogenetic analysis

A fresh fragment of the tumor was prepared for cytoge-
netic analysis. Tumor tissue was disaggregated and cells from
short-term cultures (7 days) were used for metaphase chro-
mosomes preparations according to established procedures.
Five metaphase cells were analyzed by reverse banding using
heat and Giemsa (RHG).

Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis was
performed on interphase nuclei using HMGA2 and NFIB
break-apart probes, as well as a probe for the HMGA2—NFIB
fusion as described in Italiano et al. [17] (Table 1). Bacterial
artificial chromosome (BAC) clones from the Roswell Park
Cancer Institute library were selected according to their loca-
tion in the University of California Santa Cruz genome
browser (http://genome.ucsc.edu) and were obtained from
the Children’s Hospital Oakland Research Institute (CHORI,
http://bacpac.chori.org). Microscopic analysis was per-
formed using a DM6000B microscope (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). The FISH images were processed using
ISIS software (MetaSystems, Altlussheim, Germany).

Table 1
Description of the fluorescence in situ hybridization probes used in the
characterization of the pediatric lipoma

Locus (chromosomal

Probe name location)
RP11-30111 HMGA2 5' region (12q14.3)
RP11-23C9 HMGA?2 exons 1-3

(12q14.30)

HMGA?2 3’ region (12q14.30)
NFIB 5' region (9p22.30)
NFIB exons 4—9 (9p22.30)
NFIB 3' region (9p22.30)

RP11-118B13
RP11-298E19
RP11-355C15
RP11-1140H24

The RP11 bacterial artificial chromosomes clones (BAC) are from the
Roswell Park Cancer Institute library.

2.3. Reverse transcriptase—polymerase chain reaction
and nucleotide sequence analyses

For reverse transcriptase—polymerase chain reaction (RT-
PCR) analysis, total RNA from a frozen fragment of the tumor
was isolated by using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
was synthesized from RNA and amplified (SuperScript one-
step RT-PCR kit, Invitrogen) in a GeneAmp PCR system
2400 thermocycler (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA; Courtaboeuf, France) with 0.8 mmol/L MgCl,, 0.4
mmol/L of each ANTP, and 1 umol/L of each forward primer
(HMGA2-2F: 5'-AACCGGTGAGCCCTCTCCTA-3') and
reverse primers (NFIB 41475-005R: 5'-TGGCCGGTAA
GATGGGTGTCCT-3' and NFIB 41475-006R: 5'-TGGA-
CATTGGCGGGTAAGATGG-3').

The RT-PCR consisted of an initial reverse transcription
for 30 minutes at 55 °C, immediately followed by denatur-
ation (5 minutes at 95 °C), 45 cycles of amplification (dena-
turation, 94 °C for 30 seconds; annealing, 60 °C for
30 seconds; elongation, 72 °C for 30 seconds), and final
elongation for 7 minutes at 72 °C. B-actin-specific primers
(ACTIN-FI1: 5-ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA-3
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Fig. 1. (A) Pathologic findings in an intramuscular pediatric lipoma. The tumor was composed of mature fat cells with only slight variations in size and
shape, typical of lipoma. No lipoblast was seen. (Hematoxylin—phloxin—saffron stain; x100). (B) The RHG-banded karyogram shows a translocation
t(9;12)(p22;q14). Arrows indicate the der(9) and der(12) resulting from the translocation.


http://genome.ucsc.edu
http://bacpac.chori.org

68 A. Pierron et al. | Cancer Genetics and Cytogenetics 195 (2009) 66—70

and ACTIN-R: 5-GGGATAGCACAGCCTGGATAGCA-3')
were used as quality control (amplification of a 196-bp
sequence). Aliquots from RT-PCR products were visualized
in a 2% agarose gel stained with ethidium bromide after
electrophoretic migration. The bands of interest were ex-
tracted from the gel, purified using an ultrafree DNA
column (Millipore, Billerica, MA), cloned into pCR2.1-
TOPO, and transformed into One Shot TOP10
Escherichia coli competent cells (Topo cloning kit for
sequencing; Invitrogen, Carlsbad, CA). The clones were
screened by PCR using MI13 forward primer (5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3’) and MI13 reverse primer
(5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3') and sequenced by
using the Sequenase kit version 2.0 (USB, Cleveland, OH).

3. Results
3.1. Cytogenetic and FISH analysis

The karyotypic analysis showed a translocation involving
the short arm of chromosome 9 and the long arm of chromo-
some 12 (Fig. 1B). The karyotype was 46,XY,t(9;12)(p22;q14).
From FISH analysis using break-apart probes for NFIB and
HMGA2, we observed a rearrangement of both HMGA2
(Fig. 2A) and NFIB (Fig. 2B). Furthermore, by using probes
RP11-23C9 and RP11-355C15, covering the HMGAZ2 exons
1—3 and NFIB exons 4—9, we detected by FISH analysis
a juxtaposed green—red signal corresponding to a fusion of
HMGA?2 with NFIB (Fig. 1C).

3.2. Molecular analysis

The sequencing of the RT-PCR products obtained by
using forward primers for HMGA2 (HMGAZ2-2F) and
reverse primers for NFIB (NFIB 41475-005R and NFIB
41475-006R) showed an in-frame fusion of the first four
exons of HMGA2 with exon 9 of NFIB (Fig. 3), indicating
a genomic rearrangement within intron 4 of HMGA?2.

4. Discussion

Cytogenetic studies have shown that lipomas are charac-
terized by clonal chromosomal aberrations in approxi-
mately two thirds of the cases. A majority of these
aberrations, mainly translocations and inversions, involves
the chromosome segment 12q13~ql5, which recombines
with a variety of chromosomal regions. The HMGA2 gene
is the main target of these aberrations. Preferential break-
points are clustered in the large third intron of this gene,
leading to the formation of chimeric transcripts that include
the 5" part of HMGA?2 [18,19]. The preferred rearrangement
in lipomas is the translocation t(3;12)(q28;q14~q15), which
fuses HMGA2 to LPP [20]. HMGA?2 has also been reported
to form fusion genes with CXCR7 (2q37), EBF1 (5q33),
and LHFP (13q12) [21—-23]. HMGA2—NFIB fusion genes
were first described in pleomorphic adenomas of the sali-
vary glands [24], before being also identified in lipomas
[17,25]. NFIB (nuclear factor I/B) belongs to the nuclear
factor family and is localized in a fragile chromosomal
region (9p22.2). Translocation (9;12) has been observed
in only 1—2% of the lipomas [16,17,25], mainly in adult
patients.

In lipomas, four cases presenting a rearrangement of
NFIB have been described [17,25], and two different
HMGA2—NFIB fusion genes have been identified by 3'-
rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR. The first
reported case involved the first four exons of HMGA2 and
exon 9 of NFIB [25]. The second fusion gene, identified
in our laboratory, was made up of the first three exons of
HMGA2, exon 6 of MSRB3 (12q14.3), and the last exon
of NFIB [17]. In both cases, a stop codon was present on
the 3’ side shortly after the fusion point of HMGA2 with
NFIB or MSRB3, respectively. Note that fusion genes
involving HMGAZ2 and NFIB have previously been identi-
fied in pleomorphic adenomas with the presence of a stop
codon located a few codons downstream the breakpoint
[24].

Fig. 2. Rearrangements of HMGA2 and NFIB identified by interphase fluorescence in situ hybridization analysis in a case of pediatric lipoma. (A) RP11-
30111 (green signal) and RP11-118B13 (red signal) probes flank HMGA?2. The juxtaposed red—green signal corresponds to the normal HMGA?2 allele and the
split signal to the HMGA?2 rearrangement. (B) RP11-1140H24 (green signal) and RP11-298E19 (red signal) probes flank NFIB. The juxtaposed red—green
signal corresponds to the normal NFIB allele and the split signal to the NFIB rearrangement. (C) A juxtaposed red—green signal corresponding to RP11-23C9
(red signal) containing the first three exons of HMGA2 and RP11-355C15 (green signal) containing the last six exons of NFIB indicates a fusion of HMGA2

with NFIB.
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Fig. 3. Sequencing of the polymerase chain reaction product showing the in-frame fusion transcript between exon 4 of HMGAZ2 and exon 9 of NFIB. The
arrow indicates the fusion point; the square indicates a substitution of a nucleotide.

In the pediatric lipoma studied here, the sequence anal-
ysis of the HMGA2—NFIB fusion gene revealed that the
chimeric transcript was identical to some described previ-
ously in pleomorphic adenomas of the salivary glands [24]
and in lipomas [25]. This fusion gene involved the first
four exons of HMGA2 and exon 9 of NFIB, with a stop
codon close to the breakpoint. The presence of this stop
codon located shortly 3’ after the fusion point suggests that
this aberration induces a deregulation of the expression of
the DNA-binding 5’ elements of HMGA2. The role of the
fused sequences might therefore be limited to providing
the necessary elements for proper translation of the hybrid
transcripts, such as a translational stop codon and a polya-
denylation signal. Furthermore, the 3’ untranslated region
(UTR) of HMGAZ2 contains fixation sites for let-7, a micro-
RNA specifically involved in the posttranscriptional
repression of HMGA?2 [26]. Furthermore, a recent study
shows that let-7 plays a role in adipocyte differentiation
[27].

It is noteworthy that, in the HMGA2—NFIB fusion gene
described here, the fourth exon of HMGA?2 contains a muta-
tion of one nucleotide, a substitution of a thymine by a cyto-
sine (Fig. 3). This is a silent mutation, in that the amino
acid (valine) is not modified. The significance of this
change is unknown.

NFIB is located in a fragile region (9p22) and is ampli-
fied or overexpressed in several tumors , including esopha-
geal cancer [28], prostate cancer [29], and breast cancer
[30], as well as in polycythemia vera [31]. NFIB is a recur-
rent target for 9p22 rearrangements in lipomas, with or
without HMGA2 rearrangements [17,25]. In all of the cases
described in the literature, lipomas presenting a rearrange-
ment of NFIB were unusual, displaying a very large size or
located in unusual anatomic sites (e.g., retroperitoneum,

colon) or deep-seated. Moreover, the lipoma with
a t(9;12)(p22;q14) described by Bartuma et al. [16] in
a 13-year-old child was large and deep-seated. Our case
is also a rare type of lipoma, present at a young age of life,
large and deep-seated. The fact that NFIB can be rearranged
independently of HMGA?2 in large and deep-seated lipomas
suggests a specific role of NFIB in the tumorigenesis of
some lipomas.

Intramuscular and infiltrating lipomas are relatively rare,
compared with superficial lipomas, and have been reported
to comprise 1.8% of all fatty tumors [32]. Infiltrating
lipomas are more common after 30—40 years of age.
Lipomas are generally located superficially in subcuta-
neous fat but they can also be situated deeply in muscles
or on the surface of bones, or, rarely, in visceral and other
organ sites. Generally, lipomas are smaller than 5 cm (80%
of cases), with only 1% of lesions greater than 10 cm in
size [33].

In conclusion, the case presented here tends to confirm
that NFIB rearrangements are probably associated with
deep-seated and large lipomas, but this observation needs
further confirmation. Moreover, not only the truncation of
HMGA?Z2 but also the nature of its fusion partner gene might
be relevant in the adipose tissue tumorigenesis.
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Article 2 :

Lors de I'étude rétrospective de caryotypes de lipomes analysés dans le laboratoire, nous
avons identifié 15 cas comportant une t(1;12)(p32;914). Il s’agissait ainsi de la deuxiéme
translocation la plus fréquente aprés la t(3 ;12) qui implique LPP. Dans un premier temps, nous avons
caractérisé les points de cassure en 12ql4 en utilisant plusieurs sondes BACs qui couvraient de
maniere différentielle les exons et introns de HMGA2. Nous montrons sur cette série une variabilité
de la localisation des points de cassure qui étaient tous situés entre les deux extrémités 5’ et 3’ de
HMGA2 sauf pour un cas ou le point de cassure était situé dans la région centromérique de
I'extrémité 5’ de HMGAZ2. Nous avons ensuite caractérisé le géne partenaire situé en 1p32 en
privilégiant une technique d’approche du géne candidat. Nous avons considéré que JUN (1p32.1), qui
est amplifié dans environ un tiers des LDD (Mariani, Brennetot et al. 2007) était un gene
potentiellement intéressant tout comme ACOT11 (Acyl-coenzyme A thioesterase 11) localisé en
1p32.3 (Kirkby, Roman et al. 2010) dont la protéine est impliquée dans le métabolisme des acides
gras chez les mammiféres. En analysant les sondes FISH correspondant a ces geénes sur des
métaphases de lipomes avec t(1;12)(p32;q14), nous avons établi que le point de cassure en 1p était
télomérique de JUN et centromérique de ACOT11. Nous avons ensuite utilisé la technique de clonage
positionnel sur la région du bras court du chromosome 1 délimitée par ces deux génes. En utilisant la
cartographie du génome, nous avons mis en évidence que seul le géne PPAP2B (Phosphatidic Acid
Phosphatase type 2B, 1p32) était orienté correctement pour former un géne de fusion potentiel avec
HMGAZ2. Dans 11 cas avec t(1 ;12), les points de cassure étaient dispersés sur une région télomérique
de lI'extrémité 3’UTR de PPAP2B. Un cas avec t(1;12) présentait un point de cassure au sein de
PPAP2B suggérant |'existence d’un possible gene de fusion HMGA2-PPAP2B. Nous avons confirmé la
présence d’un transcrit HMGA2-PPAP2B pour ce cas par Reverse Transcriptase-PCR et séquencage
nucléotidique. Nous avons localisé les points de cassure dans la partie 3’UTR de HMGA?2 et I'exon 6
de PPAP2B pour l'unique lipome de notre série présentant une cassure au sein du géne PPAP2B.
L'analyse de I'expression de ’ARNm de HMGA2 dans les 7 cas pour lesquels du tissu congelé était
disponible a montré une surexpression systématique des deux premiers exons de HMGAZ2.
L'expression de I'’ARNm de PPAP2B était au contraire variable selon les cas, indépendamment de la
localisation du point de cassure. En I'absence de matériel tumoral congelé disponible pour ce cas
particulier avec fusion HMGA2-PPAP2B, nous n’avons pas pu mesurer |'expression de '’ARNm de
PPAP2B dans ce cas particulier. La mise au point de la détection de la protéine PPAP2B par IHC a
également été infructueuse du fait d’'un manque de spécificité de I'anticorps commercialisé que nous
avons testé. Nos résultats suggerent que I'événement oncogénique essentiel dans ces lipomes est
bien la troncation de HMGA2. PPAP2B n’était pas amplifié¢ dans les cas de LBD/LDD avec

amplification de JUN que nous avons analysés suggérant que PPAP2B n’appartient pas a I'amplicon
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de JUN dans ces tumeurs. Nos résultats concernant ce gene sont originaux car le role de PPAP2B
dans l'oncogenése des TA n’avait jusqu’a ce moment-la jamais été décrit. En effet ce gene a été
impligué dans un nombre trés restreint de modeles d’oncogenése (carcinomes ovariens (Tanyi,
Morris et al. 2003), médulloblastomes (Zhou, Picard et al. 2010), glioblastomes (Chatterjee, Humtsoe
et al. 2011), gliomes anaplasiques (Torres-Martin, Pena-Granero et al. 2014) et cancer du poumon
(Yongjun Zhang, Zhang et al. 2013)).

Parce que PPAP2B code pour une lipide phosphate phosphatase, nous avons également
exploré son role potentiel dans I'adipogenese. En effet, PPAP2B hydrolyse les phospholipides
bioactifs tels que I'acide lysophosphatidique et la sphingosine-1-phosphate.

Nous avons émis I'hypothése que PPAP2B, tout comme les deux autres membres de sa
famille, PPAP2A et PPAP2C, pouvaient étre également impliqués dans I'adipogenese.

Cette hypotheése a pu étre vérifiée a I'occasion du travail de master 2 de Sandrine Boutruche
sous la direction de Laurence Bianchini en 2013. Leurs travaux ont mis en évidence, que
contrairement a ce qui était observé sur des lignées cellulaires de préadipocytes murins(Simon, Rey
et al. 2002), I'expression de PPAP2B et de PPAP2A dans les lignées de cellules souches
mésenchymateuses humaines (hMADs) augmentait au cours de la différenciation adipocytaire alors
gu’elle diminue au cours de la différenciation ostéogénique de ces mémes cellules. PPAP2B jouerait
également le role de régulateur négatif de la conversion tissu adipeux blanc/tissu adipeux brun. Un
autre résultat original de ces travaux est la mise en évidence d’une surexpression différentielle de ces
geénes au sein des TLA/LBD et LDD : PPAP2B était en effet surexprimé dans les TLA/LBD alors que
PPAP2C était surexprimé dans les LDD. Ces résultats fournissent un nouvel exemple de possible
chevauchement entre les voies de signalisation impliquées dans le métabolisme cellulaire et celles

impliquées dans I'oncogeneése.
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Identification of PPAP2B as a Novel Recurrent
Translocation Partner Gene of HMGA2 in Lipomas
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Most lipomas are characterized by translocations involving the HMGA2 gene in 12ql4.3. These rearrangements lead to the
fusion of HMGA2 with an ectopic sequence from the translocation chromosome partner. Only five fusion partners of
HMGA2 have been identified in lipomas so far. The identification of novel fusion partners of HMGA2 is important not only
for diagnosis in soft tissue tumors but also because these genes might have an oncogenic role in other tumors. We
observed that t(l;12)(p32;q14) was the second most frequent translocation in our series of lipomas after
t(3;12)(q28;q14.3). We detected overexpression of HMGA2 mRNA and protein in all t(l;12)(p32;ql4) lipomas. We used a
fluorescence in situ hybridization-based positional cloning strategy to characterize the |p32 breakpoint. In || cases, we
identified PPAP2B, a member of the lipid phosphate phosphatases family as the |p32 target gene. Reverse transcription-
polymerase chain reaction analysis followed by nucleotide sequencing of the fusion transcript indicated that HMGA2 3’
untranslated region (3’UTR) fused with exon 6 of PPAP2B in one case. In other t(l;12) cases, the breakpoint was
extragenic, located in the 3'region flanking PPAP2B 3'UTR. Moreover, in one case showing a t(1;6)(p32;p21) we observed a
rearrangement of PPAP2B and HMGA I, which suggests that HMGA| might also be a fusion partner for PPAP2B. Our results
also revealed that adipocytic differentiation of human mesenchymal stem cells derived from adipose tissue was associated
with a significant decrease in PPAP2B mRNA expression suggesting that PPAP2B might play a role in adipogenesis.  © 2013
Wiley Periodicals, Inc.

INTRODUCTION described: structural rearrangements of the 12q14
region are detected in two-thirds of the cases, fol-
lowed by anomalies of the 13q12-22 region (15%)
and rearrangements of the 6p21 region (5%).
Rearrangements of the 12ql14 region include

Lipomas are the most frequent mesenchymal
tumors in humans. These benign adipose tumors
occur mainly in the fourth to sixth decades. Most
of them appear as small, well-circumscribed pain-
less subcutaneous masses located in the upper

back, neck, shoulders, arms or thighs. Occasion- R I— ) ] ) )
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translocations involving a large variety of chromo-
somal regions, inversions, insertions or deletions
(Nishio, 2011; Mitelman et al., 2012). These rear-
rangements frequently result in fusion of the
HMGA2 (12q14.3) gene with several partner
genes (Ashar et al.,, 1995; Schoenmakers et al.,
1995; Fedele et al., 1998; Fletcher et al., 2002;
[taliano et al.,, 2008b). Breakpoints have been
reported to occur preferentially in the large third
intron of HMGAZ (Ashar et al., 1995) resulting ei-
ther in the expression of a truncated protein lack-
ing the acidic COOH-terminal region and the 3
untranslated region (3’UTR) or in the expression
of a chimeric protein fusing the HMGA2Z AT-
hooks domains to an ectopic sequence from the
fusion partner (Ashar et al., 1995; Petit et al,
1996; Bartuma et al., 2007). Strikingly, although
more than 40 chromosome bands have been
described in rearrangements involving the 12q13-
15 region in lipomas (Bartuma et al., 2007), only
five genes have been identified as fusing with
HMGAZ so far: LPP (3q28), CXCR7 (2q37), EBF
(5q33), LHFP (13q12) and NFIB (9p22) (Petit
et al.,, 1996, 1999; Broberg et al., 2002; Nilsson
et al., 2005, 2006; Hatano et al., 2008; Italiano
et al, 2008b). The most frequent fusion is
HMGA2-LPP, detected in 20% of lipomas, which
results in the fusion of the three A'T-hooks of
HMGAZ to the LIM domains of LPP. LPP, for
“Lipoma Preferred Partner,” first identified in lip-
omas (Ashar et al., 1995; Schoenmakers et al.,
1995) then in pulmonary chondroid hamartomas
(Rogalla et al., 1998) as well as in chondroma
(Dahlén et al., 2003), was subsequently found to
be overexpressed in malignant tumors such as
lung carcinomas (Choi et al., 2007) and sarcomas
(Hussenet et al., 2006). Similarly, NFIB a gene
that fused with HMGAZ in pleomorphic adeno-
mas of salivary glands (Geurts et al., 1998) and
in t(9;12) lipomas (Nilsson et al., 2005; Italiano
et al., 2008b; Pierron et al., 2009) was further
shown to be overexpressed and oncogenic in
small cell lung cancer (Dooley et al.,, 2011);
amplified in a mouse model of prostate cancer
(Zhou et al., 2006) and in patients with triple
negative breast cancer (Han et al., 2008). Char-
acterization of new fusion partners of HUGAZ is
therefore potentially useful for advances in mo-
lecular diagnosis of adipose tumors and for iden-
tification of candidate genes in malignant
tumors. Here, we describe the identification of a
novel recurrent translocation partner gene of
HMGAZ in lipomas showing t(1;12)(p32;q14)
translocations.

MATERIALS AND METHODS

Cytogenetic, Histological, and Clinical Data

Sixteen cases were selected from our series of
418 lipomas analyzed between 1993 and 2012 at
the Laboratory of Solid Tumor Genetics (Nice,
France) because their RHG-banded karyotypes
obtained from short term primary cell cultures
showed the presence of a rearrangement of the
1p32 region and enough biological material was
available for further fluorescence in situ hybrid-
ization (FISH) or expression analysis. These 1p32
rearrangements were either t(1;12)(p32;q14-15)
(cases 1-15), sometimes in association with
additional anomalies or t(1;6)(p32;p21) (case 16)
(Table 1). The clinico-pathologic characteristics
of the 16 cases are listed in Table 1. Histologi-
cally, all cases were ordinary lipomas. Atypias or
lipoblasts were not detected. With the exception
of one case showing intramuscular infiltration
(case 5), and one case located in the caecal wall
(case 12), no clinical or histological peculiar fea-
tures were noted. All lipomas measured less than
15 cm in their largest axis (average size: 8 cm). In
all cases, the diagnosis of lipoma was established
according to the Word Health Organization Clas-
sification of T'umors (Fletcher et al., 2002).

FISH Analyses

The FISH probes used in this study are listed in
Table 2. We used sets of BAC probes located in the
12q14.3, 6p21, and 1p32.1-1p32.3 regions. The BAC
clones from the Roswell Park Cancer Institute library
were selected according to their location on the Uni-
versity of California Santa Cruz database (hg19, Feb.
2009, GRCh37 Genome 5 Reference Consortium
Human Reference 37; http://www.genome.ucsc.edu)
purchased from the Children’s Hospital Oakland
Research Institute (CHORI, http:/bacpaschori.org/)
or from Invitrogen (Carlsbad, CA) and prepared as
probes for FISH analysis according to standard pro-
cedures. For each probe, the chromosomal location
was verified by FISH on normal metaphases cells
from peripheral blood lymphocytes. Microscopic
analysis was performed using a DM6000B micro-
scope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
FISH images were processed using the ISIS software
(Metasystems, Altussheim, Germany).

RNA lIsolation and Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction

Twenty 5-uM thick tssue sections from
formalin-fixed paraffin embedded case 10 were
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TABLE |. Clinicopathologic and Cytogenetic Characteristics of 16 Cases of Lipomas with |p32 Rearrangements

Laboratory  Sex/age Size Partial RHG-banded Breakpoint

Case identification  (year) (cm)/weight (g) Location karyotype in HMGA2 region®

| 93T639 M ND ND t(1;12)(p32;q14) +

2 09T089 M/56 145 x 6 Right calf t(1;12)(p32;q14),del(13)(q14q31) +

3 10T355 F/48 Il x 6 x 2/56 Right shoulder  t(1;12)(p32;q14) +

4 10T777 M/61 14 x 9.5 x 3.5/134 Left hip t(1;12)(p32;q14) +

5 11T350 M/60 4.5 x 3.5 x 2/16 Right cheek t(1;12)(p32;q14) +

6 11T369° M/17 4 x 35 x 2.5/10 Right arm Complex rearrangement +
involving | p;7q;12q

7 11T874 F/38 9 x 6.5 x 3.5/61 Right shoulder  t(1;12)(p32;q14) +

8 11TI233 M/37 I'1.7 (largest axis) Left buttock t(1;12)(p32;q14),t(1;20)(q32;p 1 3) +

9 05T312 M/51 10 x 6 x 6.5/94 Left buttock t(1;12)(p32;q14),t(11;12)(q13;p13) +

10 10T706 M/55 55 x 45 x 2.5/20  Right chest wall  t(1;12)(p32;q14) +

I 09T699 F/64 6.5 x 4.1 x 1.5/16  Left forearm t(1512)(p32;q14), del(1)(p32), +
t(2;11)(q21;pI5)

12 94T685° F/57 4 x25 Caecal wall t(1;12)(p32;q14) +

13 10T034 F/36 10 x 7 x 4/80 Paravertebral inv(1)(p32ql1),t(1;12)(ql I;q14), Deletion
t(17;18)(ql 1;923)

14 11T124 F/56 42 x 42 x 2 Right axilla t(1;12;19)(p32;q13;ql 1) -

15 07Té614 M/43 6 x 3/38 Right scapula t(1;12)(p32;q14) -

16 12T893 M/54 5 x 35 x| Back t(1;6)(p32;p21) ND¢

F, female; M, male; ND, not done.

Based on FISH analysis using RP11-30111 and RPI1-118BI3 probes.

®Context of multiple lipomas.

Published in Bianchini et al. (2011).

9Breakpoint in HMGAI region.

TABLE 2. Description of the FISH Probes Used for the Characterization of the 1p32.2; 6p21 and 12q14.3 Regions in 10 Cases of
Lipomas with t(1;12)(p32.2;q14.3) and One Case of Lipoma with t(1;6)(p32.2;p21)

Probe identification

Locus/chromosomal location/position®

1p32 probes
RPI1-63G10
RPI1-20122
CTD-2362017
RPI1-100MI 1
RPI1-213P13
RPI1-1089DI |
RPI1-97116
RPI1-606D16
RPI1-485Al1
RPI1-154H10
CTD-2171C24
RPI1-49M17

6p21 probes
CTD-2527017
CTD-2342D 14
RPI1-754H10
RPI1-661K21

12q14 probes
RPI1-118BI3
CTD-2240K5
RPI1-427K2
CTC-78219
RPI1-23C9
RPI1-30111

JUN/1p32.1/59,179,090-59,321,753

PPAP2B 5'region/1p32.2/57,050,331-57,210,976
PPAP2B/1p32.2/56,944,572-57,040,95 |
PPAP2B/1p32.2/56,926,040-57,085,832
PPAP2B/1p32.2/56,881,261-57,050,325
PPAP2B/1p32.2/56,811,847-57,012,937

PPAP2B 3'region/1p32.2/56,7 1 1,452-56,866,789
PPAP2B 3'region/1p32.2/56,695,21 1-56,856,280
PPAP2B 3'region/1p32.3/55,708,546—55,908,106
PPAP2B 3'region/1p32.3/55,014,287-55,187,057
PPAP2B 3'region/1p32.3/50,512,939-50,651,490
ACOT1 1/1p32.3/55,032,301-55,206,162

HMGAI 3'region/ép21.31/34,227,823-34,405,143
HMGA| 3'region/6p21.31/34,250,856—34,406,390
HMGA| 5'region/6p21.31/33,852,410-34,029,251
HMGAI 5'region/6p21.31/33,841,325-34,029,245

HMGA2 (3'UTR)/12q14.3/66,358,701-66,502,988

HMGA2 (exons 4, 5 ; 3'UTR)/12q14.3/66,325,027-66,457,979
HMGA2 (exons 4, 5 ; 3'UTR)/12q14.3/66,323,478-66,481,71 |

HMGA2 (exon 4)/12q14.3/66,235,316-66,355,707

HMGA2 (5'UTR; exons 1, 2, 3)/12q14.3/66,093,846—66,246,663

HMGA2 5'region/12q14.3/65,892,238-66,063,441

*hgl9, Feb. 2009, GRCh37 Genome 5 Reference Consortium Human Reference 37; http://www.genome.ucsc.edu.
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deparaffinized in xylene and dehydrated in 100%
ethanol. Following proteinase K digestion, total
RNA was extracted using TRIzol reagent (Invi-
trogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. cDNA was synthesized from RNA and
amplified (SuperScript One-Step RT-PCR Kkit,
Invitrogen) using the following primers: forward
primer HMGA2-2F: 5-AACCGGTGAGCCC
TCTCCTA-3; reverse primer PPAP2B-6R1420
5-GAGCGTCGTCTTAGTCTTGAAG-3. The
reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR) were carried out as follows: 30 min at
55°C, 94°C for 5 min; 94°C for 30 sec, 58°C for
30 sec, 72°C for 30 sec, 72°C for 7 min; 45 cycles.
B-actin-specific primers (ACTIN-F1: 5-ACCAAC
TGGGACGACATGGAGAAA-3 and ACTIN-R:
5-GGGATAGCACAGCCTGGATAGCA-3) were
used for quality control RT-PCR (amplification
of a 196-bp sequence). Aliquots from RT-PCR
products were visualized in a 1% agarose gel
stained with ethidium bromide after electropho-
retic migration. The bands of interest were
extracted from the gel, purified using an ultrafree
DNA column (Millipore, Billerica, MA), cloned
into pCR4-TOPO vector and transformed into
One Shot TOP10 Escherichia coli competent cells
(Topo Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen).
The clones were screened by PCR using M13
forward primer (5-GTAAAACGACGGCCAG-3')
and M13 reverse primer (5-CAGGAAACAGC
TATGAC-3') and the clones of interest were
sequenced by using the Sequenase kit version

2.0 (USB, Cleveland, OH).

Quantitative RT-PCR Analysis (qQRT-PCR)

Total RNA was extracted from lipomas (six
cases), normal subcutaneous adipose tissue
(NSAT), and human multipotent adipose-derived
stem (hMADS) cells using the RNeasy lipid
tissue mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The
RNA samples were treated using the DNA-free
kit (Applied Biosystems). The quality of the
isolated RNA was determined using the 2100
BioAnalyser (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) using the RNA 6000 Nano Kit (Agilent
T'echnologies). One microgram of total RNA was
reverse-transcribed into ¢cDNA using the High
Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). RPLP0 and TBP were used
as endogenous controls for normalization of
experiments in lipomas and hMADS cells,
respectively (Gabrielsson et al., 2005). QR'T-PCR
was performed using the following TagMan gene

expression assays (Applied Biosystems): Hs0017
1569_m1 (HMGAZ, exons 1-2), Hs00971724_m1
(HMGA2, exons 3-4), Hs00971725_m1 (HMGAZ,
exons 4-5), Hs00170359_m1 (PPAPZB, exons
1-2), Hs01009653_m1 (PPAP2B, exons 4-5),
Hs99999902_m1 (RPLPO), Hs00427620_m1
(TBP). The reaction mix consisted of 10 pl of
TagMan universal master mix 2x, 1 upl of
TagMan gene expression assay and 5 pl contain-
ing 5 ng of cDNA in a final volume of 20 pl.

The PCR conditions were as described previ-
ously (Italiano et al.,, 2008a). The comparative
threshold cycle method was used to achieve relative
quantification of gene expression (Italiano et al.,
2008a). Each g-PCR experiment was performed
three times in duplicate using the ABI PRISM 7500
Detection System (FAM dyes; Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s instructions.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) studies were per-
formed on 4-pm thick sections of formalin-fixed
paraffin-embedded tissues from 15 lipomas using
a BenchMark X'T' immunostainer (Ventana, Tuc-
son, AZ) and a rabbit polyclonal antihuman
HMGAZ2-P1 antibody (Biocheck, Foster city, CA)
at a dilution of 1:500 as described previously
(Bianchini et al., 2011). Well-differentiated
liposarcoma (WDLPS) and adult normal subcuta-
neous adipose tissue samples were used as positive
and negative controls, respectively. The slides
were examined (I.B-P) in a blinded manner.

hMADS Cell Culture and Adipocyte-
Differentiation

hMADS cells were isolated from white adipose
tissue of young donors as described previously
(Rodriguez et al., 2005). Self-renewal properties
and ability of these cells to differentiate into
adipocytes have been extensively described
(Zaragosi et al., 2006). hMADS cells were grown
in  Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf
serum, 2.5 ng/ml human fibroblast growth factor
(hFGF)-2, 60 pg/ml penicillin and 50 pg/ml strep-
tomycin. hFGF-2 was removed when cells
reached confluence. Adipocyte differentiation was
performed as follows: on day 0, confluent
hMADS cells were cultured in differentiation
medium: DMEM low glucose/Ham’s F12 supple-
mented with the following adipogenic cocktail:
transferrin =~ (10 pg/ml), insulin (5 pg/ml),
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Figure 1. Chromosomal region 1p32 anomalies and genic rearrange-

ments in lipoma cases 3 (A-C) and 16 (D-F). A and D: Partial RHG-
banded karyotypes showing t(I;12)(p32;q14) (A) and t(1;6)(p32;p21) (D).
Arrows indicate the der(l), der(12) (A) and der(é) (D) resulting from
the translocations. B: The dual-color break-apart FISH probes set RPI |-
30111 (HMGA2 5 region; green signal) and RPII-118BI3 (HMGA2 3’
region; red signal) demonstrates rearrangement of HMGA2 region. The
arrows indicate der(l) (red signal) and der(12) (green signal), respectively.
Overlapped green/red signals correspond to the normal allele (arrow-
head) on 12ql4.3. C and F: The dual-color break-apart FISH probes set
RPI1-485Al 1 (telomeric to the PPAP2B 3'UTR region; green signal) and

tritodothyronine (0.2 nM), dexamethasone (1
pM), isobutyl-methylxanthine (100 pM) and rosi-
glitazone (1 pM). Three days later (day 3), the
medium was changed: dexamethasone and isobu-
tyl-methylxanthine were omitted.

RESULTS

FISH Positional Cloning Data: Identification of
HMGA2 in 12ql14.3, HMGAI in 6p2l and PPAP2B in
Ip32 as Candidate Fusion Genes

We used a FISH-based positional cloning strat-
egy to define the chromosomal breakpoints in 15
cases of lipomas showing simple balanced or com-
plex t(1;12) (cases 1-15) (illustrated for case 3,
Fig. 1A) and the one case showing a t(1;6)
(casel6) (Fig. 1D). In cases 1-12, we observed
breakpoints located within the interval containing
HMGAZ framed by probes RP11-30I11 and RP11-
118B13 (chrl2: 65,892,238-66,502,988; 12q14.3)
(illustrated for case 3, Fig. 1B). Using a set of
probes spanning HMGAZ (Table 2) in cases 1-10,
we showed that the breakpoints were located

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

RP11-20122 (flanking the PPAP2B 5'UTR region; red signal) demonstrates
rearrangement of PPAP2B region. The arrows indicate der(l) (red signal),
der(12) (green signal) (C) and der(6) (F), respectively. Overlapped green/
red signals correspond to the normal allele (arrowhead) on [p32.2. E:
The dual-color break-apart FISH probes set RPI1-754HI0/RPI1-661K21
(flanking HMGAI 5 region; red signal) and CTD-2527017/CTD-
2342D14 (flanking HMGAI 3’ region; green signal) demonstrates rear-
rangement of HMGA| region. Arrows indicate der(l) (red signal) and
der(6) (green signal), respectively. Overlapped green/red signals corre-
spond to the normal allele (arrowhead) on 6p2l. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

within HMGAZ in all cases except case 9 (Fig.
2A). In case 9, the breakpoint was centromeric to
the SYUTR of HMGAZ2 (Fig. 2A). Case 13 showed
a deletion of the region delineated by the RP11-
30111 and RP11-118B13 probes (Supporting
Information Fig. S1) whereas in cases 14 and 15
we did not detect any rearrangement of HMGAZ
using these probes.

In case 16, we observed a breakpoint in the
interval  between RP11-754H10/RP11-661K21
and CTD-2527017/CTD-2342D14 probes that
flank HMGAI, indicating a structural rearrange-
ment of HMGAI (Fig. 1E).

The 1p32 region contains two genes that we
initially considered as candidates: JUN in 1p32.1
[amplified in  dedifferentiated liposarcomas
(DDLPS) (Mariani et al., 2007)], and ACOT171 in
1p32.3 (involved in mammalian fatty acid metab-
olism (Kirkby et al., 2010). We observed that the
breakpoints in 1p32 were located neither in JUN
nor in ACOT11. They were located in a telomeric
position with regard to JUN, and in a centromeric
position with regard to ACOT7/ within a 1.5 Mb
region delineated by the RP11-485A11 (chrl:
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Figure 2. Schematic illustration of the location of the breakpoints
on 12q14.3 (A) and 1p32.2 (B) identified by FISH analysis using a se-
ries of BAC probes. Horizontal lines delineate the regions of the
breakpoints as determined by FISH analysis using the BAC probes
mentioned on the scheme. A: Characterization of the 12q14.3 break-
points in |0 cases of lipomas with t(I;12)(p32.2;q14.3) (cases [-10).

55,708,546-55,908,106; 1p32.3) and RP11-20122
(chrl: 57,050,331-57,210,976; 1p32.2) BAC probes
(illustrated by a split signal of these probes for
case 3 in Fig. 1C and case 16 in Fig. 1F). We
narrowed down the breakpoints more precisely in
cases 1-10 and case 16 (Fig. 2B). According to
the genome map, a single gene in this region was
correctly oriented to potentially produce a fusion
transcript with HMGA2: PPAP2B (Phosphatidic
Acid Phosphatase type 2B). In cases 1-10 and
case 16, the breakpoints were spread out in a
region of approximately 1.3 Mb flanked by
BAC probes RP11-485A11 and CTD-2362017
(Fig. 2B). This region was telomeric of PPAP2B
J'UTR. In case 10, we observed a split signal on
der(12) and der(1) using CTD-2362017 BAC
probe that spans PPAP2B (Fig. 3B) suggesting
that this case might present a fusion of HMGAZ
with PPAP2ZB.

RT-PCR and Sequencing Analysis of
HMGA2-PPAP2B Transcript in Case 10

The sequencing of the RT-PCR product
obtained using a forward primer for HMGAZ in

\ RP11-213P13

[RP11-20122 ¥ |

B: Characterization of the breakpoints on 1p32.2 in nine cases of lip-
omas with t(l;12)(p32.2;q14.3) (cases 1-8 and 10) and one case of
lipoma with t(1;6)(p32.2;p21) (case 16). Case 9 presented a deletion
of the region delineated by the RPI1-606D16 and RPII-100MI1
probes and is therefore not represented on the scheme.

exon 2 and a reverse primer for PPAPZB in
exon 6 showed an in-frame fusion of the 3UTR
of HMGAZ with exon 6 of PPAPZB (Figs. 3D
and 3E).

Q-RT-PCR Analysis of HMGA2 and PPAP2B
Expression

Q-RT-PCR was done for cases 1, 2, 4, 5, 8, 11,
and 12 frozen samples of which were available.
We observed a strong overexpression of HMGAZ
mRNA compared to NSAT in seven of seven
cases that always included expression of exons 1
and 2 (Fig. 4A). The fold changes ranged from
231 (case 4) to 4749 (case 11). Exons 3 and 4
were overexpressed in three of seven cases (43%)
whereas exon 5 was overexpressed in only two
cases (29%). For PPAP2B mRNA expression anal-
ysis, probes for exons 1-2 and exons 4-5 gave
roughly similar results. In contrast to the consist-
ent overexpression of HMGAZ in all cases,
PPAPZB expression was variable: cases 1, 2 and 5
showed a slight overexpression, cases 4 and 8
showed a decreased expression, and no variation

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc
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Figure 3. A-B: FISH analysis of HMGA2 (A) and PPAP2B (B) in case 10
using CTD-2240K5 (red signal) and RPI1-427K2 (green signal) probes that
span the same region of HMGA2 exons 4 and 5 and 3'UTR (A) and CTD-
2362017 (green signal) that spans the PPAP2B gene (B). Fission of HMGA2
(A) is demonstrated by split red and green signals on der (12) and der (I)
(arrows). Fission of PPAP2B (B) is demonstrated by split green signals on
der (12) and der (1) (arrows). The normal alleles are indicated by arrow-

of expression was detected in cases 11 and 12
(Fig. 4B).

Expression of HMGA2 Detected by IHC

We showed that HMGAZ rearrangement in case
10 led to expression of HMGA2 protein (Fig.
3C). We also detected HMGA2 protein expres-
sion in all t(1;12) cases analyzed (cases 1 to 15)
including case 13 showing a deletion of the
HMGAZ region (Supporting Information Fig. S1)
and the two cases without HMGAZ rearrangement
(cases 14 and 15) (data not shown).

FISH Analysis of the 1p32.2 Region in a Series of
WDLPS/DDLPS

We have analyzed by FISH 10 cases of
WDLPS/DDLPS presenting an amplification of
MDM?2 including seven cases showing a co-ampli-
fication of JUN. None of these cases showed an
amplification of PPAPZB (using the RPI11-
1089D11 probe) (data not shown), indicating that
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heads. C: analysis of the HMGA?2 protein by IHC on a representative sec-
tion of case 10. The arrows indicate a nuclear staining of the HMGA2
protein. D: chromatogram showing the in-frame fusion of HMGA2 (3'UTR)
with PPAP2B (last exon) mRNA in case [0. E: scheme representing the
HMGA2-PPAP2B fusion transcript resulting from the t(1;12)(p32.2,q14.3) in
case 0. Asterisk indicates a stop codon. [Color figure can be viewed in
the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

PPAPZB does not belong to the JUN amplicon in
WDLPS/DDLPS.

PPAP2B Expression in hMADS Cells

PPAPZB codes for a lipid phosphate phospha-
tase. We therefore assumed that it might play a
role in human adipogenesis. To test this hypothe-
sis, we used the hMADS cells as a model for adi-
pocyte differentiation. As shown in Figure 5, the
expression of PPAPZB was significantly downre-
gulated during adipogenic differentiation. The
effect was detected late during adipocyte differ-
entiation since PPAPZB expression was inhibited
7 days after treatment of hMADS cells with the
adipogenic cocktail.

DISCUSSION

T'ranslocation t(1;12)(p32;q14) has been previ-
ously reported in lipomas (Mitelman et al., 2012)
but it had not been explored at the molecular
level. In our series of karyotyped lipomas, this
rearrangement appeared to be the second most



PPAP2B TRANSLOCATION PARTNER GENE OF HMGA2 587

8000

E HMGAZ2 exons 1-2
7000+ B HMGA2 exons 3-4 | ——

W HMGAZ exons 4-5

6000+

5000+

4000+

Fold Change

3000+

2000+

1000+

T 2 1 12

Case

PPAP2B exons 1-2

B PPAP2B exons 4-5 |

Fold Change

0,00+

Case

Figure 4. Expression patterns of exons |-2, exons 3—4, and exons
4-5 of HMGA2 (A) and exons 1-2 and exons 4-5 of PPAP2B (B) using
qRT-PCR in seven lipomas with t(l;12)(p32;q14.3). HMGA2 and
PPAP2B mRNA were expressed as fold changes relative to expression
in NSAT from control individuals. Data for HMGA2 expression are
from an experiment representative of three independent experi-
ments. Data for PPAP2B expression are presented as means =+ S. E. of
three independent experiments.

frequent after that of t(3;12). We evaluated the
frequency of this translocation to be approxi-
mately 4% of lipomas with abnormal karyotypes.
We have demonstrated that PPAPZB is the
translocation partner of HMGAZ in lipomas har-
boring this recurrent t(1;12) translocation.
PPAPZB, also called LPP3 for Lipid Phosphate
Phosphatase 3 (the acronym’s similarity to LPP-
Lipoma Preferred Partner is fortuitous), belongs to
the lipid phosphate phosphatases family which
comprises three members: LPPI, LPPZ and
LPP3. PPAPZB codes for a membrane glycopro-
tein containing six transmembrane domains
widely expressed in human tissues (Sigal et al.,
2005) that hydrolyses lipid phosphates including
lysophosphatidic acid (ILPA) and sphingosine

1-phosphate. Invalidation of the murine Ppap2b
gene results in embryonic lethality due to defects
in both vasculogenesis and patterning during
early development (Escalante-Alcalde et al,
2003). PPAP2B was also reported to play a critical
role in neuron differentiation and neurite out-
growth (Sanchez-Sanchez et al., 2012). LPA and
sphingosine 1-phosphate are bioactive lipids that
can induce proliferation, survival, and invasive-
ness in certain cell types and PPAP2B might
exert an anti-tumorigenic effect by limiting LPA
signalling. Overexpression of PPAP2B has been
shown to decrease growth, survival, and tumori-
genesis of ovarian cancer cells (Tanyi et al,
2003). A limited number of studies have reported
the potential involvement of PPAP2B in tumori-
genesis: PPAPZB has been identified as a Myc-
bound locus in medulloblastoma cells (Zhou
et al., 2010) and shown to regulate tumor growth
via B-catenin and cyclin D1 signaling in glioblas-
toma (Chatterjee et al., 2011).

We have shown that in nine out of 10 t(1;12)
cases and one t(1;6) case, the breakpoints were
located in 3’ extragenic region flanking PPAP2B
J'UTR, in a distance range of 100-800 kb. Case
10 was the only one presenting a breakpoint
within the PPAPZB gene resulting in fusion of
the last exon of PPAPZ2B (exon 6) with the
HMGA2 3'UTR. The potential consequences of
extragenic breakpoints in the alteration of expres-
sion of PPAPZB are not known. Data reporting
expression of PPAPZB in adult human tissues are
scarce. PPAP2B mRNA appear widely distributed
(Kai et al, 1997; Humtsoe et al.,, 2003; Sigal
et al., 2005). Expression profiles based on detec-
tion of EST (expressed sequence tag) transcripts

14
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1
- [ PPAP2B exons 1-2
2 08— Ed
g B PPAP2B exons 4-5
3 081
i

0,41+
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. Do D4 D7 D12
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Figure 5. Expression pattern of exons |-2 and exons 4-5 of
PPAP2B using qRT-PCR during adipocyte-differentiation of hMADS
cells. PPAP2B mRNA was expressed as fold changes relative to
expression in undifferentiated hMADS cells (Day 0: DO0). Data are
presented are means +/— S.E. of three independent experiments.
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in human adult tissues show heterogeneous levels
of expression: in particular, vascular system, pla-
centa, prostate, lymph node, and mammary gland
express high levels of PPAPZB whereas skin,
spleen and thymus show no expression (Sigal
et al., 2005). In the absence of currently available
reliable antibodies for IHC studies, we explored
the expression of PPAP2ZB mRNA in NSAT and
lipomas using qRT-PCR. We found that PPAPZB
mRNA was quite abundant in NSAT. The
expression levels in t(1;12) lipomas were also sig-
nificant but variable. They were apparently not
correlated to the presence or absence of the
t(1;12) translocation. Therefore these data need
to be extended to additional cases. It can be
hypothesized that only a slight alteration of
PPAPZB expression levels, sufficient for giving a
selective advantage to tumor cells but difficult to
detect, might result from the genomic rearrange-
ment. [t can also be hypothesized that the rear-
rangement does not impact PPAP2B expression
but only affects HMGAZ2. Indeed, some studies
suggest that the critical event leading to HMGAZ
oncogenicity relies on its truncation, regardless of
the nature of the fused sequences (Fedele et al,,
1998; Arlotta et al., 2000). However, an intrinsic
role for fusion partners has also been suggested.
For instance, the HMGAZ-LPP fusion transcript
always contains at least the last three exons of
LPP leading to the expression of either two or
three LLIM domains of the LLPP protein, domains
that have a function in cell migration, prolifera-
tion and transcription [reviewed in (Grunewald
et al., 2009)]. Moreover, Kubo et al. (2009) have
reported three cases of lipomas with t(3;12) for
which the only transcript they could detect using
RT-PCR was the reciprocal LPP-HMGAZ tran-
script suggesting a role for LPP in the tumorigen-
esis of these lipomas.

The location of the HMGAZ breakpoints in our
t(1;12) series was variable. It was intragenic for
all cases except in case 9 that showed an extra-
genic 5 breakpoint (Fig. 2). In case 10, we have
found that the rearrangement fuses the 3'UTR
region of HMGAZ with exon 6 of PPAPZB. Break-
points occurring in the 3'UTR of HMGA2 have
been previously described in three cases of lipo-
mas (Schoenmakers et al.,, 1995; Wang et al,
2009) as well as in other types of tumors, such as
leiomyomas (Quade et al.,, 2003), pleomorphic
adenomas (Geurts et al., 1997), polycythemia vera
(Storlazzi et al.,, 2006) and paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (Inoue et al., 2006). Interestingly,
the breakpoint that we have identified in case 10
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(80 bp downstream of the stop codon) is very
close to the breakpoints reported in two lipomas
described by Wang et al. (2009) which were 97
and 106 bp downstream to the stop codon,
respectively. Moreover, Medeiros et al. (2007)
have reported a breakpoint occurring in HMGAZ
at the same position as in case 10 in a case of
aggressive angiomyxoma presenting a t(1;12)
(p32;q14). The authors have located the break-
point in the 1p32 region 496 bp downstream from
the PPAP2B 3'UTR. This indicates that PPAP2B
rearrangements might be involved in tumors
other than lipomas. We showed a strong overex-
pression of HMGA2 mRNA (at least exons 1 and
2) and protein in all t(1;12) cases, including case
13 that harbored a deletion of the HMGAZ region
and cases 14 and 15 without detectable rearrange-
ment of this region (Table 1). In case 10, we can
predict from the sequencing of the fusion tran-
script an expression of the full length HMGAZ2
protein. Note that the breakpoint in the HMGAZ
J'UTR was located downstream from the first /es-
7 microRNA (miRNA) binding site. The 3'UTR
of HMGAZ indeed contains multiple binding sites
for the /er-7 family. Targeted mutations of these
binding sites or functional inactivation of /Jer-7
result in upregulation of HMGAZ2 (LLee and
Dutta, 2007; Mayr et al., 2007). Our results con-
firm that deletion of the /-7 binding sites results
in HMGAZ2 overexpression. They also demon-
strate that elimination of the first /ez-7 binding
site 1s not critical for upregulation of HMGAZ2 as
reported by Wang et al. (2009).

Interestingly, PPAPZB also appears to be a trans-
location partner for HMGAI in a t(1;6)(p32;p21)
case suggesting that HMGA T might play a role simi-
lar to that of HMGAZ in t(1;6) lipomas.

We have demonstrated previously that NFIB is
a recurrent fusion partner of HMGAZ in lipomas
(Italiano et al., 2008b). NFIB is involved in the
pathogenesis of benign tumors but also in malig-
nant tumors such as the adenoid cystic carcino-
mas of the breast and salivary glands (Marchio
et al., 2010). Interestingly, besides its role in tu-
morigenesis, NFIB has recently been shown to
play a role in adipocyte differentiation (Waki
et al, 2011). Our hypothesis was that it might
also be the case for PPAPZB. To test this hypoth-
esis, we used the hMADS cells as a model for
adipocyte differentiation. These cells exhibit the
characteristics of mesenchymal stem cells and
they can in vitro differentiate into cells that dis-
play a unique combination of properties similar,
if not identical, to those of native human
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adipocytes (Bezaire et al., 2009; Poitou et al,
2009). Our results showed that differentiation of
hMADS cells in adipocytes was associated with a
strong down regulation of PPAPZB expression
suggesting that PPAPZB might play a role in
human adipogenesis. Our results validate in a
human model the results obtained on the mouse
preadipocyte cell line 3T3F442A (Simon et al,
2002). The involvement of PPAPZB in adipogen-
esis might occur through the control of LPA pro-
duction. Indeed, Simon et al. (2002) have shown
that down regulation of PPAPZB during differen-
tiation of 3T3F442A preadipocytes into adipo-
cytes is concomitant to and might be responsible
for a strong reduction in LPA phosphatase activ-
ity resulting in an increased production of LPA
by the adipocytes.
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Une deuxiéme partie de notre travail a consisté en I'étude de I'interaction entre HMGA?2 et
les microARN Jet-7 dans les TA. En effet, HMGA2 contient 8 sites de fixation potentielle aux
microARN Jet-7 dans sa portion 3’UTR. Il a été montré en 2007 dans deux articles princeps (Lee and
Dutta 2007, Mayr, Hemann et al. 2007) que linactivation de ces sites de fixation induisait la
surexpression de HMGA?2, apportant la preuve d’une dérégulation oncogénique de HMGA?2 par ces
microARN. Par la suite, plusieurs travaux ont permis d’objectiver une corrélation inverse entre les
niveaux d’expression des let-7 et HMGA?2 dans diverses tumeurs (carcinomes ovariens, carcinomes
pulmonaires, rétinoblastomes, leiomyosarcomes, carcinomes épidermoides ORL) (Shi, Perle et al.
2009, Mahajan, Liu et al. 2010, Mu, Liu et al. 2010, Sterenczak, Eckardt et al. 2014, Zhang, Gao et al.
2014).

Avant la réalisation de nos travaux, aucune donnée sur la régulation de I'expression de
HMGAZ2 par les microARN let-7 dans les TA n’était disponible. Dans le cas particulier des TLA/LBD et
LDD, la surexpression de HMGA?2 est systématiquement associée a un remaniement structural et une
amplification du géne. Dans les lipomes, les observations étaient plus complexes puisque nous avions
remarqué une surexpression de '’ARNm et de la protéine de HMGA2 non seulement dans les cas
présentant une altération structurale du géne mais également en I'absence d’anomalie détectable
par FISH. Ainsi, nous avons étudié le statut d’expression de HMGA2 et des let-7 dans une grande

série de cas avec et sans anomalie du chromosome 12.

Article 3 :

Nous avons étudié une série de 41 lipomes. Nous avons dans un premier temps montré que
seuls 43% des lipomes de notre série présentaient un remaniement structural de HMGAZ2 détectable
par FISH (sondes « break-apart » en 5’ et 3’UTR du gene). De maniére attendue, tous les lipomes
avec remaniement de HMGAZ2 surexprimaient 'ARNm et la protéine HMGA2. De facon plus
surprenante, les lipomes sans remaniement de HMGA2 surexprimaient également 'ARNm et la
protéine de HMGA2 respectivement dans 76% et 48 % des cas. Le niveau d’expression de 'ARNm des
deux premiers exons de HMGA?2 était significativement plus élevé que celui détecté dans les lipomes
avec remaniement du gene. Notre hypothése était qu’une inhibition du niveau d’expression des
microARN /et-7 pouvait expliquer la surexpression de HMGA2 dans des lipomes dont la partie 3'UTR,
et donc les sites de fixation potentiels des let-7, étaient conservés. Nous avons donc mesuré par RT-
PCR quantitative les niveaux d’expression respectifs des micro-ARN let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-
7e, let-7f, let-7g et let-7i et corrélé ceux-ci au niveau d’expression des exons 1-2, exons 3-4 et exons
4-5 de HMGA2. Notre analyse a montré I'absence de lien statistique entre le niveau d’expression des
microARN Jet-7 et celui de HMGA2. Le niveau d’expression de ceux-ci était en effet variable et

aléatoire et non corrélé au sous-type anatomo-pathologique des lipomes, a la présence d’un
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remaniement de HMGAZ2 ou au niveau d’expression de HMGAZ2. Cependant, nous avons mis en
évidence une corrélation positive significative entre les niveaux d’expression respectifs de let-7a et
let-7b (r=0,83), let-7a et let-7g (r=0,7) et let-7f et let-7g (r=0,73). Une faible expression de let-7a, let7-
b ou let-7e était significativement associée a une absence d’expression de la protéine HMGA2. Nous
avons également observé que les lipomes qui ne surexprimaient pas HMGA2 étaient pour la plupart
des lipomes non ordinaires. En effet, sur les 5 lipomes d’histologie non ordinaire de notre série
(myolipomes, fibrolipomes, lipomes intramusculaires, lipomes a cellules fusiformes), 4 (80%) ne
surexprimaient pas HMGA2 et un cas (20%) surexprimait faiblement HMGA2 (intensité +1). Pour ces
lipomes particuliers, il est vraisemblable que les dérégulations génétiques initiatrices font intervenir
des génes autres que HMGA2, génes qui pourraient eux-mémes étre la cible des microARN /et-7a,
let-7b ou let-7e.

Nous avons également analysé une série de 15 LPS (13 ALT/LBD ou LDD, 1 LPS a cellules
fusiformes et 1 LPS pléomorphe). Tous les TLA/LBD et LDD dont le caryotype était disponible
présentaient un CMS. MDM?2 était amplifié dans 100% des TLA/LBD et LDD alors que CDK4 était
amplifié dans 7 cas sur 13 (54%). Les deux premiers exons de HMGA?2 étaient amplifiés dans tous les
TLA/LBD et LDD et cette amplification était associée a une surexpression de ’ARNm et de la protéine
HMGAZ2. Ces données confirmaient et approfondissaient nos résultats préliminaires concernant les
remaniements et 'amplification de HMGAZ2 dans ces tumeurs (Italiano, Bianchini et al. 2008). Les cas
de LPS pléomorphe et a cellules fusiformes ne présentaient pas d’amplification de MDM2, CDK4 ou
HMGA2. 'analyse par qRT-PCR des 13 TLA/LBD et LDD montrait une surexpression de ’ARNm des
deux premiers exons de HMGA2 dans 100% des cas alors que les exons 3-4 et 4-5 étaient
surexprimés dans 7/13 cas confirmant la possible troncation du géne associée a son amplification.
Aucun des LPS ne présentait une inhibition de tous les membres de la famille des microARN /et-7
mais 5 d’entre eux montraient une inhibition de I'expression de plusieurs membres de la famille /et-
7.

Ainsi, nos résultats suggérent que la diminution de I'expression des let-7 n’est pas le
mécanisme essentiel de dérégulation de I'expression de HMGAZ2 dans les TA sans remaniement
structural et/ou numérique du géne.

Nos résultats ne permettent cependant pas d’écarter un possible role des microARN /et-7
dans la biologie des TA via des voies de signalisation non encore établies. Ainsi les let-7 ciblent-ils
d’autres oncogenes tels que RAS, MYC ou d’autres genes impliqués dans la prolifération cellulaire
dans d’autres modeles tumoraux (Barh, Malhotra et al. 2010, Nie, Zhang et al. 2010, Koukos,
Polytarchou et al. 2013, Tummala, Nadiminty et al. 2013). De plus, I'expression de HMGA2 peut étre
régulée par d’autres miARN tels que miR-145(Kim, Song et al. 2015), miR 182(Xu, Ayub et al. 2014),
miR26a (Zhou, Guo et al. 2014) ou LIN28A (Mao, Hutt-Cabezas et al. 2013). De nombreuses études
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ont montré et/ou confirmé le réle prépondérant de la régulation de I'expression de HMGA2 par les
microARN /et-7 dans la biologie des cancers du poumon(Alam, Ahmad et al. 2014), des astrocytomes
anaplasiques (Yang, Chen et al. 2014), des hépatocarcinomes (Chen, Hou et al. 2014), des carcinomes
épidermoides cesophagiens (Liu, Liu et al. 2014), des tumeurs rhabdoides (Zhang, Gao et al. 2014),
des carcinomes séreux ovariens (Zhang, Ding et al. 2013), les carcinosarcomes endométriaux
(Romero-Perez, Castilla et al. 2013). Des données trés récentes publiées dans la revue Nature
ajoutent un niveau de complexité dans la compréhension des interactions entre HMGA?2 et les
microARN. En effet, Kumar et al. montrent (Kumar, Armenteros-Monterroso et al. 2014) dans des
lignées cellulaires d’adénocarcinome pulmonaire murin et humain présentant une forte
surexpression de HMGA2, que 'ARNm de HMGAZ2 est capable de moduler I'expression d’autres
génes en régulant la disponibilité des microARN pour ces genes. Les auteurs démontrent ainsi que
'’ARNm de HMGA2 peut également exercer ses propriétés pro-oncogéniques via un réle d’ARN
compétiteur endogéne pour les microARN de la famille /let-7.

L’ensemble de ces résultats nous a fait réexaminer I'importance du réle joué par lI'extrémité
3’UTR du géne HMGA2. Bartuma et al.(Bartuma, Panagopoulos et al. 2009) venaient de montrer,
dans une série de 18 lipomes analysés par RT-PCR, une diminution significative de I'expression des
régions d’ADN qui codent pour les sites de fixation aux let-7 en 3’UTR de HMGA2. Cette
diminution/disparition de I'expression de ces régions était paradoxalement également constatée
dans des lipomes sans remaniement structural de HMGAZ2 détectable par FISH. Pour notre part, nous
avons poursuivi notre effort de caractérisation de I'extrémité 3’UTR de HMGA2 sur 49 lipomes au
total (données non publiées). Nous avons utilisé trois couples d’amorces oligonucléotidiques pour
délimiter trois régions porteuses de sites de fixations au niveau de I'extrémité 3’'UTR de HMGA2. De
5’ en 3’, la premiére région incluait le premier site de fixation aux microARN, la région 2 incluait 5

sites de fixation (du 2° au 6°), la région 3 les 7° et 8° sites de fixation (figure 6 ci-contre).
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Figure 6. Représentation schématique du géne HMGA2, de son extrémité 3’UTR et des sites

de fixation aux microARN /et-7.
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Partie supérieure : représentation schématique du géne HMGA2 composé de gauche a droite
de I'extrémité 5'UTR, des 5 exons suivis de I'extrémité 3’UTR. Partie inférieure : schématisation des 8
sites de fixation aux micro-ARN Jet-7 (barres grises) au sein de |'extrémité 3’"UTR de HMGA?2. Les trois
couples d’amorces oligonucléotidiques, F1A-R1A, F2-R2 et F3-R3 délimitent respectivement les

régions 1, 2 et 3 (d’aprés Bartuma et al. 2009(Bartuma, Panagopoulos et al. 2009).
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Nous montrons dans cette série de lipomes que, de maniere récurrente, plus on s’approche
de I'extrémité de la région 3’UTR, moins les sites de fixation sont retrouvés sur les lipomes analysés.
De plus, lI'absence de détection des 8 sites de fixation aux flet-7 était corrélée a une forte
surexpression des exons 1-2 de HMGA2. La détection de la deuxiéme région (qui contient 5 sites de
fixation) était statistiquement liée a l'inhibition de let-7b, let-7f et let-7i, évoquant une régulation
possible par les let-7 de I'expression de HMGAZ2 uniquement lorsqu’une majorité des sites de fixation
est détectée. Par ailleurs, d’autres éléments constitutifs de cette extrémité 3’"UTR peuvent intervenir
dans la régulation de I'expression de HMGA2. En effet, des séquences répétées riches en
dinucléotides AU sont retrouvées au niveau de cette extrémité 3’UTR et peuvent réguler
négativement |'expression de HMGA2. Borrmann et al (Borrmann, Wilkening et al. 2001) montrent
que la perte de ces éléments est associée a une surexpression de HMGA2. De méme la présence de
polymorphismes ou de mutations dans les séquences codant pour la séquence 3'UTR ont été
impliquées dans la régulation de la taille des individus (Lettre, Jackson et al. 2008). Pour définir au
mieux lequel de ces mécanismes intervient dans la dérégulation positive de I'expression de HMGA2
dans les tumeurs sans remaniement du gene, un séquencage de l'extrémité 3’'UTR de HMGA2
fournirait de précieuses informations. A notre connaissance cette analyse n’a jamais été réalisée. Nos
résultats soulignent une nouvelle fois le role probablement central des remaniements

structurels/modifications de la séquence nucléotidique de HMGAZ2 dans la genése des lipomes.
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The aim of our study was first to assess the role of HMGA2 expression in the pathogenesis of adipocytic tumors (AT)
and, second, to seek a potential correlation between overexpression of HMIGA2 and let-7 expression inhibition by analyzing
a series of 56 benign and malignant AT with molecular cytogenetic data. We measured the levels of expression of HMGA2
mRNA and of eight members of the let-7 microRNA family using quantitative RT-PCR and expression of HMGAZ2 protein
using immunohistochemistry. HMGA2 was highly overexpressed in 100% of well-differentiated/dedifferentiated liposarcomas
(WDLPS/DDLPS), all with HMGA2 amplification, and 100% of lipomas with HMGA2 rearrangement. Overexpression of
HMGA2 mRNA was detected in 76% of lipomas without HMGA2 rearrangement. HMGAZ2 protein expression was detected
in 100% of lipomas with HMGA2 rearrangement and 48% of lipomas without HMGA2 rearrangement. We detected
decreased expression levels of some let-7 members in a significant proportion of AT. Notably, let-7b and let-7g were inhib-
ited in 61% of WDLPS/DDLPS. In lipomas, each type of let-7 was inhibited in approximately one-third of the cases.
Although overexpression of both HMGA2 mRNA and protein in a majority of ordinary lipomas without HMGA2 structural
rearrangement may have suggested a potential role for let-7 microRNAs, we did not observe a significant link with let-7 in-
hibition in such cases. Our results indicate that inhibition of let-7 microRNA expression may participate in the deregulation
of HMGA2 in AT but that this inhibition is neither a prominent stimulator for HMGA?2 overexpression nor a surrogate to
genomic HMGA2 rearrangements. © 2011 Wiley-Liss, Inc.

INTRODUCTION

Although rearrangements of the HMGAZ locus
(12q14.3) have been well documented in benign
mesenchymal tumors including lipomas [reviewed
in Cleynen and Van de Ven (2008)], the modes
of HMGAZ dysregulation in these tumors remain
mysterious. First, HMGAZ alterations are charac-
terized by the variety of chromosomal rearrange-
ments that include translocations, inversions,
insertions, or deletions. It has been demonstrated

that HMGAZ is also amplified and rearranged in
well-differentiated and dedifferentiated liposarco-
mas (WDLPS/DDLPS) and in carcinoma ex-
pleomorphic adenoma of salivary glands (Meza-
Zepeda et al., 2001; Italiano et al., 2008a; Bar-
tuma ct al., 2009; Persson et al., 2009).

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article.

Supported by: Association pour la Recherche sur le Cancer,
Grant number: ARC 4080; Institut National du Cancer (projet
S .ases th hes . sult i libre “GENOSTT”), Cancéropdle Provence Alpes Cote d’Azur,
In some cases that these rearrangements result in and Conseil Régional Provence Alpes Cote d’Azur.
the formation of chimeric genes that fuse
HMGAZ2 with various partner genes, such as LPP

(Lipoma Preferred Partner; 3q28) (Petit et al,

*Correspondence to: Laurence Bianchini, Laboratoire de Génét-
ique des Tumeurs Solides, Faculté de Médecine, 28 avenue
de Valombrose, 06107 Nice cedex 02, France. E-mail: laurence.
bianchini@unice.fr

1996). Second, although HMGAZ rearrangements
have long been considered as exclusively associ-
ated to benign tumors, we and others have shown
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Breakpoints have been described within,
upstream or downstream of the HMGAZ sequence
(Merscher et al.,, 1997; Quade et al., 2003; Dal
Cin et al., 2004; Odero et al., 2005; Pierantoni
et al., 2005; Persson et al., 2009). In lipomas, the
preferential clustering of breakpoints in the third
intron of HMGAZ (Ashar et al., 1995) results ei-
ther in the expression of a truncated protein lack-
ing the acidic COOH-terminal region and the 3
untranslated region (3’ UTR) or in the expression
of a chimeric protein containing the HMGAZ2
AT-hooks domains fused to an ectopic region
from another gene (Ashar et al., 1995; Petit et al,,
1996; Bartuma et al, 2007). The finding that
HMGAZ-LPP fusion proteins have no higher
transforming ability than truncated HMGAZ2 led
to the hypothesis that the truncation of HMGAZ2
was crucial for tumorigenicity (Fedele et al,
1998). Indeed, Borrmann et al. (2001) have shown
that HMGAZ expression is controlled by nega-
tively acting regulatory eclements within the
J'UTR. Strikingly, the 3UTR of HMGAZ con-
tains multiple-binding sites for the /ez-7 family of
microRNAs (miRNAs) (Lee and Dutta, 2007;
Mayr et al, 2007). The respective levels of
expression of /er-7 and HMGAZ during develop-
ment are inversely correlated (Miska et al., 2004).
Targeted mutations of these binding sites, as
well as functional inactivation of /ez-7, result in
HMGAZ overexpression (Lee and Dutta, 2007;
Mayr et al., 2007). Inverse correlation between
HMGAZ and /er-7 expression has been reported in
various tumors including ovarian carcinomas
(Mahajan et al., 2010), retinoblastomas (Mu et al.,
2010), leiomyosarcomas (Shi et al., 2009), and
leiomyomas (Peng et al., 2008). Such an inverse
correlation has also been shown in the mouse
3T3-I.1 preadipocyte cell line, suggesting a role
for /er-7 in the regulation of adipogenesis (Sun
et al., 2009). This potential role might be related
to the involvement of HMGAZ in both normal
and necoplastic adipose tissue. Indeed, HmgaZ
knock-out mice exhibit a pygmy phenotype cor-
responding to a drastic reduction of adipose tissue
(Zhou et al., 1995); conversely, transgenic mice
expressing activating mutations of HMGAZ de-
velop gigantism and lipomatosis (Battista et al.,
1999). In adipocytic tumors (AT), data about
HMGA2 mRNA expression (Italiano et al., 2008a;
Bartuma et al., 2009) and protein status (Tallini
et al., 1997; Dreux et al., 2010) are scarce. More-
over, no analysis of the status of HMGAZ and of
Jet-7 in AT has been performed thus far. Approxi-
mately 50% of lipomas do not show anomalies of

the 12q14 region. In such lipomas, it can be
hypothesized that HMGAZ might be deregulated
by means other than a chromosomal rearrange-
ment such as inhibition of /ez-7 expression.

Our goal was to use quantitative RT-PCR
(qRT-PCR) and immunohistochemistry (IHC) to
investigate the mRNA and protein expression of
HMGAZ as well as the expression of eight mem-
bers of the /er-7 miRNA human family in a large
series of liposarcomas (LLPS) and lipomas with
cytogenetic data. In particular, we aimed to iden-
tify how HMGAZ expression was correlated to
chromosomal rearrangements and to /e-7 miRNA
expression.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Samples

Fifty-six AT were selected on the basis of their
histopathologic and cytogenetic features (Table
1). Fifteen LPS (13 WDLPS/DDLPS, 1 spindle
cell LPS, and 1 pleomorphic LLPS) and 41 lipo-
mas (3 intramuscular lipomas, 1 myelolipoma, 1
fibrolipoma, 1 spindle cell lipoma, 1 lipoma in a
context of multiple lipomas, and 34 ordinary lipo-
mas) were retrieved from the databases of the
Laboratory of Solid Tumors Genetics (Nice,
France) and the Department of Pathology of the
Bergonié Institute (Bordeaux, France). The clin-
ico-pathologic characteristics are listed in Table
1. Diagnoses were established according to the
World Health Organization Classification of
Tumors (Fletcher et al., 2002).

Molecular Cytogenetic Analysis

When available, a fresh fragment of the tumor
was disaggregated, and cells from short-term cul-
tures were used for metaphase chromosome prep-
arations according to established procedures.
Metaphase cells were analyzed by reverse band-
ing using heat and Giemsa (RHG). Fluorescence
in situ hybridization (FISH) analysis was done in
15 LPS and 37 lipomas with available frozen or
formalin-fixed tissues to determine the genomic
status of HMGAZ2, MDM?2, and CDK4 in these
tumors. Five-micrometer sections of the formalin-
fixed paraffin-embedded blocks were deparaffi-
nized, rehydrated, and incubated with pepsin
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) by using the
Histology FISH Accessory Kit (Dako, Glostrup,
Denmark). Bacterial artificial  chromosomes
(BAC) clones from the Roswell Park Cancer
Institute library selected according to their
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TABLE I. Clinicopathologic and cytogenetic characteristics of 56 cases of adipocytic tumors

Laboratory Age Size Conventional
Case identification Histology (year)/sex Location (mm) karyotype®

Well-differentiated/dedifferentiated liposarcomas with MDM2 and HMGA2 amplification

| LPS 266 WDLPS 78/F Thigh 250 ND

2 07TO71 WDLPS 38/M Thigh 120 ND

3 08T062 WDLPS 42/F Leg 145 ND

4 03T084° WDLPS 73/M Arm 130 47 XY, +r

5 04T053° WDLPS 62/M Thigh 225 47~48 XY, 41 ~2r

6 04T191° WDLPS 79/F Thigh 200 47~49,XX,+1~3r

7 05T155° WDLPS 70/M Thigh 240 47 XY, +r

8 06T105° WDLPS 53/M lliac fossa 75 47, XY,+r[6]/47 XY, +mar[2]

9 99T 1491° WDLPS 53/F Retroperitoneum ND 47 ~48, XX, + 1 ~2r

10 08T500° WDLPS 63/M Arm 135 ND

I 93T592° Inflammatory DDLPS 57/M Arm 250 47 XY,+mar[7]/48,idem,
+2mar[2]/48,idem,+r[6]/49,
idem,-+2mar,+r[3]/46,XY[2]

12 96T 157 WDLPS/DDLPS 73/M Retroperitoneum 220 67~83,XX,—Y,+3~5mar,inc[cp5]

13 09TI51 WDLPS 60/F Forearm 40 ND

Liposarcomas without MDM2 and HMGA2 amplification

14 96T1142° Spindle cell LPS 93/F Thigh 70 45,XX,-7

15 07T480 Pleomorphic LPS 66/F Thigh 120 Complex anomalies not

involving 12q13-15
Lipomas with HMGAZ2 structural rearrangement*

16 94T685 LP 57/F Colon 100 46, XX,t(1;12)(p31~32;q15)

17 HC651 LP 61/F Scapular girdle 130 ND

18 0ITI7I8 LP 53/F Pelvis 60 46,XX,t(3;12)(q28:;q14)

19 GM239 LP 60/M Knee 50 ND

20 93T460 LP 59/F Thigh ND 46,XX,t(7;12)(q31;q14)

21 08T499 LP 56/F Arm 170 Complex translocations
involving chromosomes
3,7,11 and 12

22 93T529 IM Lp¢ 65/F Shoulder 40 46,XX,ins(16;12)(p12;q14ql5),
t(19;20)(p13;pl 1)

23 FH922 LP 37M Axilla 140 ND

24 FS403 LP 43/M Thigh 70 ND

25 GK179 LP 46/M Forearm 90 ND

26 FZ86 LP 59/F Chest wall 90 ND

27 GJ25 LP 63/F Thigh 60 ND

28 097225 LP 46/M Neck ND 46,XY,t(3;12)(q28;q14)

29 GU845 LP 68/M Thigh 200 ND

30 GB484 LP 59/F Thigh 150 ND

31 GZ241 LP 47M Scapular girdle 120 ND

Lipomas without HMGA2 structural rearrangement®

32 GYs8I LP 78/M Chest wall 70 ND

33 Glé677 LP 56/M Chest wall 50 ND

34 GY766 LP 51/F Abdomen 160 ND

35 GQ529 LP 44/M Thigh 150 ND

36 HA27 LP 31/F Arm 80 ND

37 FP392 LP 55/M Arm 120 ND

38 GS451 LP 59/M Forearm 140 ND

39 GD784 LP 47M Forearm 60 ND

40 GD233 LP 0,5/M Chest wall 60 ND

41 GR84 LP 53/F Chest wall 100 ND

42 HB667 LP 56/M Head and neck 35 ND

43 09T519 LP 36/F lliac crest 45 46,XX,t(12;13)(q14;934)

44 FL803 Fibrolipoma“ /M Chest wall 30 ND

45 93T485 Lpde 43/M Inguinal 40 46,XY

46 097013 LP 53/M Inguinal 100 Complex structural anomalies
involving Ip, 12q, 16q, 22q

47 08T680° Myelolipoma® 46/M Retroperitoneal 220 46, XY

(Continued)
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TABLE |I. Clinicopathologic and cytogenetic characteristics of 56 cases of adipocytic tumors (Continued)

Laboratory Age Size Conventional

Case identification Histology (year)/sex Location (mm) karyotype®

48 097306 IM Lp 81/F Thigh 200 46,XX,del(1)(q25),inv(2)
(p11937),t(2;8)(q22;q924)

49 93T644° Spindle cells LP® 54/M Cervical 40 45,XY,der(5)t(5:6)(ql I;pl 1),
-6,add(10)(p!1),del(13)(ql2)

50 93T591 IM LP¢ 26/M Thigh 150 46,XY,t(%11)(pl 1;p15.3)

51 0975218 LP 60/M Neck ND Complex rearrangements
involving chromosomes
1,6,12,13,17,22

52 GJ915 LP 70/M Arm 130 ND

Lipomas (FISH data for HMGA2 not available)

53 04T075"¢ LP 62/F Shoulder ND Complex translocations
involving chromosomes
3,4,6, 14

54 GQ417 LP 44/F Arm 100 ND

55 GB655 LP 50/F Thigh 150 ND

56 GL354 LP 67/F Thigh 60 ND

F, female; M, male; ND, not done; LPS, liposarcoma; WDLPS/DDLPS, well-differentiated liposarcoma/dedifferentiated liposarcoma; LP, lipoma; IM LP,

intramuscular lipoma.

*According to ISCN (2009): An International System for Human Cytogenetic Nomenclature. In: Shaffer LG, Slovak ML, Campbell L, editors. Basel:

S. Karger.

®FISH and molecular analysis of cases 4, 5, 6, 7, 8, and 53 (ltaliano et al., 2008a), case 9 (Sirvent et al., 2000), case 10 (ltaliano et al., 2009), case |1
(Coindre et al., 2004), case 14 (Italiano et al., 2008b) and case 49 (Dahlen et al., 2003) have been partially described previously.

“Based on FISH analysis with RP11-30111 and RPI1-118BI3 probes.
9Non ordinary lipomas.
°Context of multiple lipomas.

fCases showing no rearrangement of the HMGA| region based on FISH analysis with RP11-513115 and RP11-375E| probes.
8Cases showing rearrangement of the HMGA| region based on FISH analysis with RPI1-513115 and RPI[-375EI probes.

location on the University of California Santa
Cruz database (http://genome.ucsc.edu/; February
2009 release) were obtained from the Children’s
Hospital Oakland Research Institute (CHORI,
http://bacpac.chori.org/) and prepared for FISH
analysis according to standard procedures. We
used the following probes: RP11-30111 (chrl2:
65,892,238-66,063,441; HMGAZ2 5 region), RP11-
29919  (chr12:66,049,805-66,225,867; HMGAZ
exons 1 and 2), and RP11-118B13 (chrl2:
66,358,701-66,502,988; HMGAZ 3’ region) (Fig. 1).
FISH analysis for the HMGAI region (6p21.3)
was performed with the following probes: RP11-
513115 (chr6:34,100,439-34,252,266) and RP11-
375E1 (chr6:34,382,492-34,565,727). FISH images
were processed using the ISIS software (MetaSys-
tems, Altlussheim, Germany).

Quantitative RT-PCR Analysis

Total RNA was extracted from 41 lipomas, 15
LLPS, and normal subcutaneous adipose tissue
(NSAT) using the mirVana miRNA Isolation Kit
(Ambion, Austin, TX). The RNA samples were
treated with the DNA-free kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). The quality of the iso-

lated RNA was determined using the 2100
BioAnalyser (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) with the RNA 6000 Nano Kit (Agilent Tech-
nologies). For HUGAZ mRNA expression detec-
tion, one microgram of total RNA was reverse-
transcribed into ¢cDNA using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Bio-
systems). RPLP0O was used as endogenous control
for normalization (Gabrielsson et al., 2005).
Because HMGAZ expression was undetectable in
control NSAT (Ct > 35 cycles), we performed a
preamplification reaction by using the TagMan
PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems).
The preamplification reaction was performed
using 25 ng of ¢cDNA according to the manufac-
turer’s instructions. For /ez-7 expression detection,
total RNA (10 ng) was reverse transcribed into
cDNA using the TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) including
a stem loop primer specific of each mature
miRNA. RNU4S (small nucleolar RNA) was used
as endogenous control for normalization. QR'T-
PCR was performed using the following TagMan
gene expression and miRNA assays (Applied Bio-
systems): Hs00171569_m1 (HMGAZ, exons 1-2),
Hs00971724_m1 (HMGA2Z, €xons 3-4),
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Figure I.  Schematic illustration of the HMGA2 gene and let-7 bind-
ing sites. A: Schematic representation of the HMGA2 gene (12ql4.3).
The upper part indicates the locations of BAC clones RPII1-30I11,
RPI1-299L9, and RPII-118BI3 in regard to HMGA2 (http://
genome.ucsc.edu/; February 2009 release). The lower part shows
HMGA2 mRNA with the three AT-hooks domains (AT) and the polyA

Hs00971725_m1 (HMGA2Z, exons 4-5),
Hs99999902_m1 (RPLPO), hsa-let-7a 000377 (fet-
7a), hsa-let-7b 000378 (let-74), hsa-let-7¢ 000379
(let-7c¢), hsa-let-7d 002283 (let-7d), hsa-let-7e
000381 (ler-7e), hsa-let-7f 000382 (ler-7f), hsa-let-
7g 000383 (fer-7g), hsa-let-71 000384 (/er-7i), and
001006 (RNU4S8). The reaction mix consisted of
10 pl of TagMan universal master mix 2x, 1 pl
of TagMan gene expression assay, and 5 pl con-
taining 5 ng of cDNA (HMGAZ expression) or 1
ng of cDNA (/er-7 expression) in a final volume
of 20 pl.

The PCR conditions were as described previ-
ously (Italiano et al., 2008a). The comparative Ct
(threshold cycle) method was used to achieve rel-
ative quantification of gene expression (Italiano
et al.,, 2008a). Each q-PCR experiment was per-
formed twice in triplicate with the ABI PRISM
7500 Detection System using FAM dyes (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions. Overexpression of HMGAZ was
defined as a logl0 value of >1 for exons 1-2,
exons 3—4, or exons 4-5. Differential expression
was defined as expression levels of exons 1-2 ten
times or more higher than expression levels of
exons 3—4 or exons 4-5.
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region. Bp positions are based on the nucleotide sequence of
NM_003483.4. B: Schematic representation of HMGA2 3'UTR. The
upper part indicates the location of BAC clone RPII-118BI3 in
regard to HMGA2 3'UTR. Reported binding sites for let-7 (Lee and
Dutta, 2007) are shown as solid rectangles with nucleotide positions
on chromosome 2.

Expression of /er-7 in the tumors was consid-
ered to be inhibited when the fold change was
equal or less than 0.52 when compared with
NSAT. The expression of /ler-7a, let-7b, let-Tc, ler-
7d, let-Te, let-7f, let-7g, and ler-7i was assessed in
NSAT used as normalizer tissue. The highest
level of expression in NSA'T" was detected for /Jer-
7a and ler-7b, followed by /ler-7¢g and /let-7¢, then
let-7d, ler-7f and Jer-71, finally, ler-7e, which showed
the lowest expression.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) studies were
done on 4-pum-thick sections of formalin-fixed
paraffin-embedded tissues from 15 LPS and 41
lipomas using a BenchMark XT immunostainer
(Ventana, Tucson, AZ) with a rabbit polyclonal
antihuman HMGA2-P1 (Biocheck, Foster City,
CA) antibody at a dilution of 1:500. HMGA2-P1
is directed against amino acids 8-26, correspond-
ing to a part of the first exon of HMGAZ2. Heat
epitope retrieval was provided according to the
Cell Conditioning 1 standard protocol (Ventana).
The antibody was incubated at 37°C for 60 min.
Enzymatic reactivity was visualized with 3,3'-
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diaminobenzidine, UltwraView Universal DAB
(Ventana). WDLPS and adult NSAT samples
were used as positive and negative controls,
respectively. The slides were examined inde-
pendently by three observers (E.S, J.H, and
M.M) in a blinded manner. Intensity of the anti-
HMGA?2 staining was scored as null (0), weak
(14), moderate (2+), and strong (3+: correspond-
ing to the intensity of the positive controls). In
case of a patchy, heterogencous staining, the
score value referred to the strongest intensity.

Statistical Analysis

Biostatistical analyses were performed by using
the R-2.10.1 software for Windows. Statistical
comparisons were performed by using Chi2 or
Fisher’s exact tests for categorical data, Student’s
7-test, or Wilcoxon tests for quantitative data. The
associations between the expression levels of
HMGAZ and /let-7 were analyzed by using Pear-
son’s correlation coefficient and confirmed with
Spearman’s correlation coefficient (perfect correla-
tion, 7 = 1.0). Results were considered significant
when the P value (two-tailed) was 0.05 or less.

RESULTS

Liposarcomas

All the karyotyped WDLPS/DDLPS showed
the presence of supernumerary ring or giant
markers chromosomes (Table 1). MDM2 and
CDK4 were amplified in 13 of 13 and 7 of 13
WDLPS/DDLPS cases evaluated by FISH analy-
sis, respectively. Exons 1-2 of HMGAZ (based on
results obtained with RP11-2991.9 probe) were
amplified in all the WDLPS/DDLPS cases tested
(Fig. 2A). By contrast, no amplification of
HMGAZ2, MDM2, or CDK4 was detected in the
pleomorphic LLPS that presented complex chro-
mosomal rearrangements not involving the
12q14-15 region and the spindle-cell LPS that
showed monosomy 7 as the sole anomaly (Italiano
et al., 2008b).

Overexpression of exons 1-2 of HMGAZ was
detected by qRT-PCR in 13 of 13 WDLPS/
DDLPS analyzed, associated with overexpression
of exons 3—4 and exons 4-5 in 7 of 13 cases
(Table 2 and Fig. 3A). A moderate expression of
the gene was detected in the pleomorphic LLPS
while no expression was detected in the spindle-
cell LPS (Table 2). The level of expression of
HMGAZ was not statistically linked to any of the
anatomoclinical features (sex, age, size, and ana-

tomical location). By using IHC, we detected
expression of HMGAZ in 10 of 12 WDLPS/
DDLPS (Fig. 2B and Table 2) and no staining
in the spindle cell and the pleomorphic LPS
(Table 2).

Analysis of /Jer-7 expression was performed in
the 13 WDLPS/DDLPS (Fig. 4A, Supporting In-
formation Table S1). A significant inhibition of
expression was detected for /Je-76 (mean fold
value = 0.54; Fig. 4A). Ler-7a was inhibited in
five cases (38%), ler-70 in eight cases (61%), let-7¢
in five cases (38%), let-7d in three cases (23%),
let-7¢ in three cases (23%), ler-7f in three cases
(23%), ler-7g in eight cases (61%), and /ler-7; in
three cases (23%) (Supporting Information Table
S1). None of the LLPS presented inhibition of all
let-7 members but five of them showed inhibition
of half or more of them.

Lipomas

Among the 15 lipomas with cytogenetic data,
we distinguished three groups according to their
karyotypes: (i) anomalies of the 12q13-15 region
(cases 16, 18, 20, 21, 22, 28, 43, and 46); (ii) struc-
tural chromosomal rearrangements involving
regions other than 12q13-15 (cases 48, 49, 50, 51,
and 53); (ii1) Apparently normal karyotype (cases
45 and 47; Table 1).

We analyzed 37 of the 41 lipomas by FISH
using RP11-30I11 and RP11-118B13 probes that
flank HMGAZ2 (Fig. 1). Structural rearrangements
of HMGAZ were observed in 16 cases (43%; Fig.
2C and Table 2). In cases 32-36, we detected no
structural rearrangement of HMGAZ but gain of
copies. In 16 cases (cases 37-52, 43%), we did
not detect any HMGAZ alteration (Fig. 2E and
Table 2). In two cases showing complex rear-
rangements involving chromosome 6 (cases 51
and 53), we detected a rearrangement of the
HMGAI region (6p21) using RP11-513I15 and
RP11-375E1 probes (data not shown).

By using qRT-PCR, we observed overexpres-
sion of HMGAZ2 mRNA in 34 of 41 lipomas (83%;
Table 2 and Figs. 3B and 3C). A strong expres-
sion of HMGAZ mRNA was detected in 16 of 16
(100%) lipomas with a structural rearrangement
of HMGAZ and in 16 of 21 (76%) lipomas without
structural rearrangement of HMGAZ (fold change
mean value: 1,571 vs. 922, P = 0.15, p-Student’s
test; fold change median value: 1,292 vs. 214, P
= 0.015, p-Wilcoxon test). Levels of expression
of exons 1-2 of HMGAZ were significantly higher
in WDLPS/DDLPS than in all lipomas (fold
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Figure 2. Analysis of the HMGA2 gene by interphase FISH (A, C,
E) and of the HMGAZ2 protein by immunohistochemistry (B, D, F) in
WDLPS/DDLPS and lipomas. A, B: Well-differentiated liposarcoma
case 2. A: Amplification detected by the presence of multiple green
signals using the RP11-299L9 probe containing the HMGA2 exons |
and 2. B: Nuclear staining of the HMGAZ2 protein (score 2+). C, D:
Lipoma case 19. C: Structural rearrangement of the HMGA2 gene
detected by separation of signals for the RP11-30111 (5" region; green
signal) and RPI1-118BI3 (3’ region; red signal) probes. Overlapped

change mean value: 5,342 vs. 1,216, P = 0.01, p-
Student’s test; fold change median value: 4,989
vs. 645, P < 0.001, p-Wilcoxon test) as well as
than in lipomas with HMGAZ rearrangement (fold
change mean value: 5,342 vs. 1,571, P = 0.05, p-
Student’s test; fold change median value: 4,989
vs. 1,292, P = 0.02, p-Wilcoxon test). Levels of
expression of HMGA2 mRNA were weak to mod-
erate in five out of seven non ordinary lipomas

(fold change = 23-207; Table 2).

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

green/red signals correspond to the normal HMGA2 allele. D: Nu-
clear staining of the HMGAZ2 protein (score 2+). Insert: adjacent nor-
mal adipose tissue used as internal negative control. E, F: Lipoma
case 40. E: Two overlapped green/red signals corresponding to the
RPI1-30111 (5 region; green signal) and RPI1-118BI3 (3’ region; red
signal) probes indicate the absence of rearrangement of HMGA2. F:
Nuclear staining of the HMGA?2 protein (score 2+). A, C, E: Nuclei
are counterstained in blue by DAPI.

HMGAZ overexpression always included exons
1-2. Exons 3—4 were overexpressed in 18 lipomas
(5 lipomas with HMGAZ structural rearrangement,
12 lipomas without structural rearrangement, and
1 lipoma with HMGAZ genomic status undeter-
mined). Exons 4-5 of HMGAZ were overex-
pressed in 11 of 41 lipomas (three lipomas with
HMGAZ structural rearrangement and eight lipo-
mas without structural rearrangement). A differ-
ential expression of HMGAZ mRNA was observed



TABLE 2. HMGA2 Genomic Alterations and Expression Detected by FISH, gRT-PCR, and IHC

HMGA2 qRT-PCR*

HMGA2 exons -2 IHC score
Case (qRT-PCR) fold change Exons 1-2 Exons 3—4 Exons 4-5 intensity®
Liposarcomas
| 4,672 + + + 2+
2 5,607 + + + 2+
3 20,880 + - - 2+
4 1,495 + + + I+
5 791 + - - I+
6 4,989 + + + I+
7 7,132 + — — I+
8 2,524 + 2+
9 405 + 0
10 5,196 + — — 3+
I 5,573 + + + 0
12 8,378 + + + 2+
13 1,810 + + + ND
14 9 — — — 0
15 395 + + + 0
Lipomas with HMGAZ2 structural rearrangement*
16 1,218 + - - I+
17 310 + + + 2+
18 1,517 + + + 2+
19 5,195 + - - 2+
20 25 + + + 2+
21 1,300 + + - 3+
22 1,284 + - - I+
23 2,781 + — 2+
24 1,000 + — — I+
25 2,356 + - - 2+
26 488 + - I+
27 1,837 + — — I+
28 1,078 + - - 2+
29 2,799 + - - 2+
30 1,400 + — - I+
31 555 + + I+
Lipomas without structural rearrangement of HMGA2©
32 214 + + + I+
33 1,002 + - - 2+
34 645 + + - I+
35 1,163 + + + 0
36 I — — — 0
37 4,020 + + + 3+
38 1,819 + + + 2+
39 3,834 + + - 3+
40 1,485 + + + 2+
41 283 + — — I+
42 11 + + + I+
43 423 + + - 3+
44 4,035 + + — 0
45 207 + — - 0
46 27 + + + 0
47 75 + + + 0
48 23 + - - 0
49 2 - — — 0
50 3 — — — 0
51 I — — — 0
52 2 — 0
Lipomas (FISH data for HMGA2 not available)
53 3 — - - 0
54 338 + + - 2+
55 0 — — — 0
56 4,997 + - - 3+

FISH, fluorescence in situ hybridization; IHC, immunohistochemistry; qRT-PCR, quantitative RT-PCR.

*HMGA2 expression: HMGA2 overexpression was defined as a fold change >10 for exons 1-2 (+). Exons 3—4 and 4-5 of HMGA2 were considered
overexpressed (+) if their fold changes were at least equal to 1/10 of exons 1-2 fold change.

BIHC: Intensity of the anti-HMGA2 staining was scored as: null (0), weak (1), moderate (2+), and strong (3+).

“Based on FISH analysis with probes RPI1-30111 and RPI1-118BI3.
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Figure 3. Expression pattern (log 10 scale) of exons -2, exons 3—4, and exons 4-5 of HMGA2 using
qRT-PCR in (A) 13 WDLPS/DDLPS, (B) 16 lipomas with a structural rearrangement of HMGA2, and (C)
21 lipomas without structural rearrangement of HMGA2. HMGA2 mRNA was expressed as fold changes

relative to NSAT from control individuals.

in 81% of lipomas (13 of 16) with structural rear-
rangement of HMGAZ2 versus 50% of lipomas (8
of 16) without structural rearrangement of
HMGAZ2 (Table 2 and Figs. 3B and 3C). The
expression level of exons 1-2 was higher in cases
showing a differential expression than in cases
showing no differential expression ((mean values:
1,647 vs. 1,087). In cases 49, 50, 51, and 53, the
karyotypes of which showed structural chromo-
somal rearrangement of regions other than the
12q13-15, no expression of HUGAZ was detected
by qRT-PCR (Table 2).
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By using THC, we detected HMGAZ protein
expression in 68% of lipomas (28 of 41; Figs. 2D
and 2F and Table 2), including 100% of lipomas
(16 of 16) with rearrangement of HMGAZ and
48% of lipomas (10 of 21) without structural rear-
rangement of HMGAZ (P = 0.0006, Fisher test).
Expression of the protein was not detected in the
seven lipomas without expression of HMGAZ
mRNA and in six lipomas (including four non ordi-
nary lipomas) expressing the mRNA. HMGAZ2 pro-
tein was less frequently expressed in non ordinary
lipomas than in ordinary lipomas: 14% (1 of 7)
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Figure 4. Expression pattern of let-7 miRNAs using qRT-PCR in
(A) 13 WDLPS/DDLPS, (B) 16 lipomas with a structural rearrange-
ment of HMGAZ2, and (C) 21 lipomas without structural rearrange-
ment of HMGA2. Let-7s (dark gray bars) are expressed as fold
changes (mean values + SE) relative to NSAT from control individuals
(light gray bar).

versus 79% (27 of 34; P = 0.003, %° test; P = 0.002,
Fisher test).

Analysis of /Jer-7 expression was performed in
the lipomas (Figs. 4B and 4C, Supporting Infor-
mation Table S1). Among 41 lipomas, /ler-7a was
inhibited in 11 cases (27%), let-7h in 13 cases
(32%), ler-7c in 12 cases (29%), let-7d in 16 cases
(39%), ler-7¢ in 11 cases (27%), ler-7f in 13 cases
(32%), ler-7¢ in 13 cases (32%), and /ler-7i in 14
cases (34%) (Supporting Information Table S1).
Inhibition of expression of /er-7 was randomly
observed among lipomas without a significant
link with anatomoclinical features. The expres-

sion level of /Jer-7d was lower in lipomas with
HMGAZ rearrangement than in lipomas without
HMGAZ rearrangement (fold change mean value:
0.55 vs. 0.73, P = 0.06, p-Student’s test; fold
change median value: 0.5 vs. 0.65, P = 0.07, p-
Wilcoxon test; Figs. 4B and 4C). In lipomas
showing expression of HMGAZ exons 1-2, the
levels of expression were higher in lipomas with-
out inhibition of /ez-7 members than in lipomas
with at least one inhibited /er-7 (mean level:
2,211 vs. 1,109).

Comparative Patterns of Expression of let-7
Members

A strong correlation was detected between /e
7a and ler-7b expression (r = 0.83), let-7a and ler-
7g expression (r = 0.7), and /er-7f and /ler-7g
expression (r = 0.73; Table 3). Ler-7b was
expressed in WDLPS/DDLPS at a lower level
than in lipomas (fold change mean value: 0.54 vs.
0.74, P = 0.01, p-Student test; fold change me-
dian value: 0.47 vs. 0.73, P = 0.04, p-Wilcoxon
test) and expressed in nonordinary lipomas at a
level lower than in ordinary lipomas (fold change
mean value: 0.56 vs. 0.78, P = 0.05, p-Student’s
test; fold change median value: 0.55 vs. 0.78, P =
0.07, p-Wilcoxon test). Ler-7d expression level
was lower in lipomas than in WDLPS/DDLPS
(fold change mean value: 0.68 vs. 0.97, P = 0.05,
p- Student’s test; fold change median value: 0.65
vs. 096, P = 0.03, p-Wilcoxon test) and
expressed in ordinary lipomas at a lower level
than in nonordinary lipomas (fold change mean
value: 0.63 vs. 0.93, P = 0.02, p-Student test; fold
change median value: 0.6 vs. 0.95, P = 0.02, p-
Wilcoxon test). A low expression of ler-7a, let-7b,
and /er-7¢ was significantly associated with a null
expression of HMGAZ2 protein (respectively, /et
7a fold change: 0.57 vs. 0.87, P = 0.003, p-Stu-
dent’s test; 0.5 vs. 0.83, P = 0.01, p-Wilcoxon
test; Jer-70 fold change: 0.52 vs. 0.75, P = 0.002,
p-Student’s test; 0.48 vs. 0.77, P = 0.009, p-Wil-
coxon test; /et-7¢ fold change: 0.61 vs. 0.8, P =
0.04, p-Student’s test; 0.57 vs. 0.76, P = 0.01, p-
Wilcoxon test).

DISCUSSION

We have analyzed the genomic and expression
status of HMGAZ and the potential role of /ler-7
miRNAs in the regulation of HMGAZ expression
in a series of LLPS and lipomas. We aimed to com-
prehensively explore DNA and RNA alterations
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TABLE 3. Correlations Between Expressions of let-7 miRNAs and HMGA2 Exons |1-2 Determined by qRT-PCR

Let-7a Let-7b Let-7c Let-7d Let-7e Let-7f Let-7g Let-7i HMGA2 exons -2
Let-7a |
Let-7b 0.83 I
Let-7¢ 0.42 0.53 |
Let-7d 0.15 —0.02 0.11 |
Let-7e 0.56 0.62 0.69 0.33 I
Let-7f 0.59 0.56 0.32 0.03 0.47 |
Let-7g 0.7 0.65 0.28 0.13 0.35 0.73 |
Let-7i 0.38 0.45 0.28 0.03 0.45 0.57 0.52 I
HMGA2 exons -2 0.05 —0.08 0 0.02 -0.03 -0.11 -0.15 -0.08 I

The associations between the expression levels of HMGA2 exons |-2 and let-7 were analyzed by using Pearson’s correlation coefficient and con-

firmed with Spearman’s correlation coefficient (perfect correlation, r = 1.0).

and their consequences on HMGAZ deregulation
in AT. Indeed, most published data were partial,
focusing separately either on the genomic or
expression issues. Moreover, studies concerning
HMGAZ? protein in AT are scarce and need further
development in regard to genomic and mRNA
alterations (Tallini et al., 1997; Dei Tos et al.,
2000; Tallini et al., 2000; Dreux et al., 2010).

In LPS, our results confirm the crucial role of
HMGA2. Indeed, we found overexpression of
HMGAZ2 mRNA in 100% of the WDLPS/DDLPS,
in accordance with our genomic data that showed
amplification of exons 1 and 2 of HMGAZ in
100% of cases as well as with data from other
groups (Berner et al., 1997; Italiano et al., 2008a;
Bartuma et al, 2009). Protein expression was
found in 83% of cases, which is consistent with
the results presented recently by Dreux et al.
(2010). Thus far, the cause of discrepancy
between mRNA and protein expression levels is
not known. A similar feature has been reported
in thyroid carcinomas (Chiappetta et al., 2008). It
could result from post-transcriptional mechanisms
(Eulalio et al.,, 2007). It might also be due to
lesser sensitivity of the IHC technique compared
to q-RTPCR. To note, the two WDLPS/DDLPS
IHC negative cases were the oldest of the series
(archived 12 and 17 years in paraffin blocks). In
the study by Dreux et al. (2010), the protein
level has mainly been evaluated on tissue micro-
arrays, a method that might give only a partial
overview of a tumor tissue.

In lipomas, using break-apart FISH probes for
HMGA2, we observed a structural rearrangement
in 42% of the cases. This proportion is similar
with those reported in previous studies (Mandahl
et al., 1994; Schoenmakers et al., 1995; Bartuma
et al., 2007; Billing et al.,, 2008). We observed
mRNA and protein expression in 83% and 68%
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of the cases, respectively. In all the cases showing
HMGAZ rearrangement, we detected both mRNA
and protein overexpression. Strikingly, as much
as 76% and 48% of cases among lipomas without
apparent HMGAZ genomic rearrangement showed
overexpression of mRNA or protein, respectively.
We cannot exclude that, in some cases, HMGAZ
rearrangement detection might have been below
the threshold of FISH sensitivity. Moreover,
whereas in lipomas breakpoints often occur in the
large third intron of HMGAZ (Ashar et al., 1995),
breakpoints in other benign tumors such as uter-
inc leiomyomas can be found in the 5’ region,
more than 100 kb upstream of the HMGAZ cod-
ing region (Quade et al.,, 2003). Therefore, we
cannot exclude that HMGAZ might have been
deregulated in a few cases in the present series
as a consequence of a breakpoint located outside
the region covered by the RP11-30I11 and RP11-
118B13 probes. However, it is unlikely that these
limitations accounted for a significant number of
cases. Altogether, our results indicate that in 43%
(16 of 37) of lipomas, HUGAZ overexpression was
not induced by a structural rearrangement within
or nearby the HMGAZ gene. Expression of
HMGAZ protein in cases without HMGAZ rear-
rangement has already been reported in lipomas
(Tallini et al., 2000) and in pediatric pleomorphic
adenomas of salivary glands (Craver et al., 2010).
We therefore hypothesized that /e~-7 miRNAs
might be responsible for HMGAZ2 overexpression
in this subset of lipomas. Although an inverse
correlation between HMGAZ and /et-7 levels has
been reported in several types of tumors (Boyeri-
nas et al., 2010), it had never been investigated
in A'T. Moreover, most studies on /er-7 were re-
stricted to one or two members of the /-7 fam-
ily. Although we did not observe any global
correlation between the inhibition of expression
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of /Jer-7 family and the expression levels of
HMGA2, we detected some significant changes in
the level of expression of some individual /Jer-7
miRNAs. In most WDLPS/DDLPS (10 of 13) in-
hibition of at least one member of the /ez-7 family
was observed. Notably, /er-70 and /ler-7g were
inhibited in 61% of cases. Let-7h expression level
was significantly lower in WDLPS/DDLPS than
in lipomas. In lipomas, each member of the /er-7
family was inhibited in approximately one-third
of the cases. Unexpectedly, we found that a low
expression of /er-7a, let-7b, and ler-7e was signifi-
cantly associated with a null expression of
HMGAZ protein. These results allow us to specu-
late that in the lipomas that do not express
HMGAZ—mostly non ordinary lipomas—tumori-
genesis may involve genes other than HMGAZ
that are also targets of /er-7 miRNAs.

Altogether, our results suggest that (i) a
decrease in the expression of /ler-7 does not
appear to be the main mechanism accounting for
HMGAZ deregulation in AT and (i1) /er-7 miRNAs
may be involved in the pathogenesis of AT, but
through mechanisms other than those expected.
For instance, /er-7 miRNAs might target onco-
genes such as MYC or RAS as well as genes
involved in cell cycle and cell proliferation (Barh
et al., 2010).

The importance of loss of regulatory sequences
from the 3’'UTR of HMGA2 has been shown by
Bartuma et al. (2009). These authors observed a
significant reduction of expression of the 3’ region
containing the binding sites for /ez-7 in almost all
of the 18 lipomas they analyzed. Surprisingly, this
feature was observed in nine lipomas showing
expression of the full-length HMGAZ gene and
normal HMGAZ loci by FISH analysis. The
mechanism underlying this systematic loss or
reduction of expression of the 3'UTR in lipomas
overexpressing HMGAZ remains to be elucidated.
Breakpoints in the 3UTR have also been
reported in lipomas (Schoenmakers et al., 1995;
Wang et al., 2009). In the two cases described by
Wang et al. (2009), the breakpoints occurred
between the /er-7 consensus-binding sites (CBS)
1 and 2 allowing the authors to suggest that the
elimination of /e~-7 CBS 1 was not critical for
transcriptional upregulation of HMGAZ.

According to in silico predictions, HMGA2
might contain target sites for more than 30 miR-
NAs other than /er-7 (Peng et al., 2008). More-
over, 10 AUUUA motifs of AU-rich elements
(ARE) are present in the 3'UTR of HMGAZ2. 1t
has been suggested that loss of these elements is

responsible for the upregulation of HMGAZ (Borr-
mann et al., 2001). These motifs might play a
role in the destabilization of HMGAZ mRNA via
the ARE-mediated mRNA decay (AMD path-
way) (Eulalio et al., 2007). AMD and /e-7 regula-
tion might cooperatively contribute to the
repression of HMGAZ expression. Along those
lines, it has recently been shown that proliferat-
ing cells tend to express mRNA with shortened
3'UTR regions. This would allow polyadenylation
sites to escape regulation by miRNAs (Mayr and
Bartel, 2009). Aberrant expression of HMGAZ
might also result from activating mutations or
polymorphisms in the DNA sequence. Indeed,
single nucleotide polymorphisms (SNPs) within
the 3’UTR of target genes have recently been
involved in miRNA-mediated control of gene
expression (Chin et al., 2008). For instance, SNP
(rs1042725) located in HMGA2 3'UTR very close
to a Jer-7-binding site and potentially able to abol-
ish /er-7 binding has been associated with height
determination (Lettre et al.,, 2008). In this pur-
pose, search for mutations or polymorphisms in
HMGAZ sequence potentially leading to its over-
expression deserves further investigation.

In conclusion, we present in this study the first
comprehensive analysis describing alterations of
HMGAZ mRNA and protein in a large series of
both benign and malignant AT with molecular
and cytogenetic data. In addition, our study pro-
vides a complete overview of the expression pro-
files of eight members of the /-7 family
highlighting interesting correlations of expression
between some members of the /ez-7 family.

Our results show that amplification and rear-
rangements at the HMGAZ locus systematically
induce HMGAZ overexpression. A decrease in /et
7 expression does not appear to be responsible
for HMGAZ overexpression in cases of lipomas
without HMGAZ rearrangement. Therefore, over-
expression of HMGAZ2 in AT showing no HMGAZ
rearrangement is induced by mechanisms that
remain to be elucidated. We have detected sig-
nificant changes in the level of expression of
some /ler-7 in AT, suggesting that they might be
involved in the pathogenesis of AT by targeting
genes other than HMGAZ.
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Article 4 :

Nous nous sommes également intéressés a un cas de lipomatose profonde. Trées peu de
données sont disponibles quant a la biologie des lipomatoses qui sont des pathologies
hypertrophiques du tissu adipeux. A notre connaissance, aucune donnée de cytogénétique ou
génomique de ces pathologies n’avait jusqu’alors été rapportée. Dans I'article 4, nous décrivons un
cas de lipomatose gastrique révélée par une hématémese et traitée par gastrectomie partielle
survenue chez un jeune homme de 20 ans. Deux ans aprés ce premier épisode, la survenue d’un
pneumothorax spontané a permis de diagnostiquer une malformation adénoide kystique ainsi
gu’une fistule artério-veineuse associées a une lipomatose médiastinale constituée d’une
prolifération mal limitée s’étendant au-dela du diaphragme et de deux masses adipeuses
encapsulées intra-thoraciques de 8 cm de grand axe. Une lobectomie inférieure gauche a été
réalisée. L'analyse histologique a confirmé la présence d’adipocytes matures et I'absence d’atypies
cyto-nucléaires. Le caryotype réalisé sur les cellules de I'une des deux masses ne montrait pas
d’anomalie (46,XY). En utilisant la méthode de FISH, nous avons montré une absence d’amplification
de MDM2, CDK4 ou HMGAZ2 et une absence de remaniement structural de HMGA2. Tous les exons
de 'ARNm de HMGA?2 étaient surexprimés (RT-PCR quantitative) de méme que la protéine de
HMGA2 (IHC), alors que la protéine HMGA2 n’était pas surexprimée dans les composantes
gastriques ou la malformation adénoide kystique. Ces premiers résultats suggéraient un possible réle
de HMGA2 dans la genése des lipomatoses et ceci indépendamment de la présence d'un
remaniement du géne. Nous avons mesuré le niveau d’expression de plusieurs membres de la famille
des microARN let-7 (let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, It-7g, let-7i) par RT-PCR quantitative,
en comparaison au tissu adipeux sous-cutané normal, dans ces échantillons de lipomatoses et avons
mis en évidence une diminution significative de I'expression de tous ces microARN. Nous montrons
ainsi pour la premiére fois une possible régulation de la surexpression de HMGA2 par les microARN
let-7 dans un cas de lipomatose. Nos résultats font écho aux phénotypes associés a la surexpression
de hmga2 décrits chez I'animal (Battista, Fidanza et al. 1999). Ce résultat, original, fournit un
argument supplémentaire quant a un rble précoce de la dérégulation de HMGAZ2 dans la survenue

des pathologies tumorales ou pseudo-tumorales adipocytaires.
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Figure 1. Representative staining of commercial epidermal growth
factor receptor antibodies used at selected facilities included in the
study. The antibody clone number is indicated in brackets. pAb,
polyclonal antibody.

antibodies are currently in use. Similarly, use of the
same commercial antibody but with slight variations in
the staining protocol (e.g. inclusion of a biotin-blocking
step) at a different facility can also lead to highly
variable staining (data not shown). Interlaboratory
variability in staining results persisted regardless of the
scoring system used, supporting the notion that
standardization efforts are necessary for EGFR immu-
nostaining before it can be used in the diagnosis of
basal-like breast carcinoma in clinical practice. Easy-
to-interpret and robust biomarkers are needed to allow
positive identification of basal-like breast cancer and
facilitate the development of targeted therapies for this
more aggressive breast cancer subtype through sub-
type-specific clinical trials.
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First description of inhibition of /et-7
microRNA expression and HMGA2
overexpression in a case of deep-seated
diffuse lipomatosis

DOI: 10.1111/j.1365-2559.2012.04266.x

© 2012 Blackwell Publishing Limited.

Sir: Lipomatoses are rare proliferative disorders of the
adipose tissue.! The biology of this peculiar lesion
remains unexplored. A 20-year-old man presented with
acute upper gastrointestinal bleeding, revealing a lip-
omatosis of the gastric wall. Macroscopic analysis of the
partial gastrectomy found cerebriform and hypertrophic
rugae that corresponded microscopically to a thickened
2—3-mm mucosa associated with heterogeneous foveo-
lar hyperplasia and marked glandular atrophy. Mature
adipocytes were found in the submucosa and mucosa
(Figure 1A). The gastropathy was associated with a
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Figure 1. A, Histological analysis of the gastrectomy: thickened gastric mucosa associated with heterogeneous foveolar hyperplasia and marked
glandular atrophy. Mature adipocytes were found in the submucosa and mucosa. B,C, Coronal (B) and transverse (C) injected computed
tomography scan showing multiple large cysts in the left pulmonary parenchyma corresponding to a cystic adenoid malformation (yellow star)
and associated with an arteriovenous fistula (yellow arrowhead), all surrounded by lipomatosis (arrow). D, Karyotype without evidence of
chromosomal anomaly. E, HMGA2 fluorescence in-situ hybridization analysis showing two juxtaposed green and red signals corresponding to
the RP11-30I11 (5" HMGA2 region; green signal) and RP11-118B13 (3" HMGA?2 region; red signal) probes, meaning an absence of
rearrangement of HMGA2. F, Immunohistochemical nuclear staining of HMGA2. G, Expression pattern (log; scale) of MDM?2, CDK4, exons
1-2, exons 3—4 and exons 4—5 of HMGA?2 as determined by quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR), showing no
expression of MDM?2 and CDK4 but strong expression of exons 1-2, exons 3—4 and exons 4—5 of HMGA2. MDM2, CDK4 and HMGA2
mRNAs were expressed as fold changes relative to normal subcutaneous adipose tissue from control individuals. H, Expression pattern of let-7
microRNAs as determined by qRT-PCR, showing significant inhibition of the expression of let-7a, let-7b, let-7¢, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, and
let-7i, expressed as fold changes relative to normal subcutaneous adipose tissue from control individuals.

tion (Figure 1B, yellow star) associated with an arte-
riovenous fistula  (Figure 1C, arrowhead), all
surrounded by lipomatosis (arrow) extending above

pedunculated lipoma-like adipocytic mass that was com-
posed of mature adipocytes without atypia or lipoblasts,
diagnosed as a deep-seated diffuse lipomatosis.

Two years later, the patient was admitted for
spontaneous left pneumothorax. An injected computer
tomography scan revealed a cystic adenoid malforma-

and below the diaphragm. Because of threatening
functional consequences, a left lower lobectomy was
performed. Macroscopic examination showed a multi-

Histopathology, 61, 518-526.



cystic lesion of 220 x 150 mm and two pedunculated
adipocytic masses, each 80 mm in diameter. Micro-
scopic examination revealed several cysts. Neither
cartilage nor immature mesenchymal tissues were
found. Large arteriolar and venular vessels with fat
cells in the lining of the veins were observed. Both
pedunculated adipocytic masses were composed of
mature adipocytes and surrounded by a thin conjunc-
tival capsule.

We performed a comprehensive immunohistochem-
ical and molecular analysis of the thoracic and
paragastric pedunculated adipocytic masses. The
karyotype was apparently normal (46, XY) (Fig-
ure 1D). Fluorescence in-situ hybridization analysis
with probes for several genes known to be involved in
the pathogenesis of adipose tumours was performed.
Neither the murine double minute 2 gene (MDM2) nor
the cyclin-dependent kinase 4 gene (CDK4) gene was
amplified. The high mobility group A2 gene (HMGA?2)
was neither amplified nor structurally rearranged
(Figure 1E). Using quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (qRT-PCR), we detected
strong overexpression of all exons of HMGA2 mRNA
(Figure 1G). Strong immunohistochemical labelling of
HMGA?2 protein in both thoracic and paragastric
adipocytic lesions was found (Figure 1F), whereas no
expression was detected in the gastropathy and the
adenoid cystic malformation components. qRT-PCR
analysis of eight members of the microRNA (miRNA)
let-7 family was performed, and showed significant
inhibition of the expression of all let-7 miRNAs
(Figure 1H) as compared with normal subcutaneous
adipocytic tissue. qRT-PCR analysis of MDM2, CDK4
and several other genes involved in liposarcoma
biology did not show any overexpression.

We present here, to the best of our knowledge, the
first comprehensive biological analysis of a case of
diffuse lipomatosis. HMGA2 overexpression is most
often the consequence of somatic alterations of the
gene, such as amplification in well-differentiated/de-
differentiated liposarcomas® or structural rearrange-
ment in lipomas.®> Dysregulation of HMGA2 has been
experimentally linked to developmental anomalies of
adipose tissue, as transgenic mice expressing a trun-
cated form of hmga2 develop gigantism and abdominal
lipomatosis.* Conversely, inactivation of hmga2 in-
duces a pygmy phenotype in mice, consisting of small
size and low weight linked to a marked reduction in fat
tissue.” We did not detect any structural HMGA2
rearrangement, an alteration that is often present in
lipomas, whereas we observed strong overexpression of
HMGA2 associated with inhibition of the expression of
eight members of the let-7 miRNA family.

Histopathology, 61, 518-526.
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In some models of malignant tumours, HMGA2
expression is negatively regulated by binding of let-7
miRNA to sites located in its 3’-untranslated region.® In
a previous study,” we showed that a significant
proportion of lipomas without HMGA2 structural
rearrangement displayed strong expression of HMGA?2
mRNA and protein. However, in such lipomas, let-7
inibition was not significantly correlated with HMGA2
overexpression, suggesting that let-7 inhibition could
not be considered as a systematic surrogate of HMGA2
genomic rearrangements. In the present case of
lipomatosis, we found that inhibition of all let-7 family
members correlated with HMGA2 overexpression in
the absence of HMGA2 genomic alteration. Moreover,
the absence of HMGA2 expression in the gastropathy
and in the adenoid cystic malformation indicates
specific overexpression of HMGA?2 in the lipomatous
component. We provide here evidence for HMGA2
overexpression as a common biological feature between
lipomatosis and adipose tissue tumours. Our results
might contribute to the identification of the biological
mechanisms involved in the genesis of lipomatosis, and
provide future potential therapeutic targets.
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Immunostaining in the context of loss
mismatch repair function: interpretive
confounders and cautionary tales!

DOI: 10.1111/j.1365-2559.2012.04268 .x

© 2012 Blackwell Publishing Limited.

Sir: It is well accepted that approximately 10-15% of
colorectal cancers (CRCs) will have microsatellite
instability (MSI). This arises as a consequence of
defective mismatch repair (MMR) function, which, in
turn, arises from functional loss of any one of the four
main MMR proteins (MLH1, PMS2, MSH2, and MSH6).
The use of immunohistochemistry (IHC) to detect loss
of MMR protein expression (which implies loss of MMR
function) is now standard practice in many laborato-
ries.! Interpretation of IHC is usually straightforward
(especially when a panel of four antibodies is used),
although, as we and others have reported, there are
technical sources of variation (such as tissue fixation
and poor antibody affinity) that can make interpreta-
tion difficult.” Other sources of variation may also serve
to confound interpretation, and we report herein a
series of four interesting cases in which the pattern of
immunostaining is unusual. We believe that these are

not technical artefacts, but rather that the observed
variation may be implicit in the biology of the disease.
An awareness of these patterns will prevent misinter-
pretation of immunostaining and misdiagnosis.

Case 1 (Figure 1A): this case was an adenocarci-
noma arising in a patient who was suspected of having
Lynch syndrome. The haematoxylin and eosin (H&E)
sections from the surgical resection showed a moder-
ately differentiated adenocarcinoma with no other
unusual features. Immunostaining for MMR protein
expression was performed on a single tumour block,
and this showed widespread nuclear expression of
MSH2 and MSH6. However, the pattern of expression
of both MLH1 and PMS2 was unusual, inasmuch as
some foci of invasive tumour were unequivocally
positive, whereas large areas showed complete absence
of expression in the epithelium but positive expression
in the adjacent tumour stroma and the tumour-
infiltrating lymphocytes (TILs). The positive stromal
and TIL staining showed that this pattern was unlikely
to be a technical artefact, and testing with polymerase
chain reaction (PCR) (with a panel of five mononucle-
otide markers®) showed instability in four of five
markers (Figure 1A, lower panel).

This case appears to represent subclonal evolution in
an invasive cancer. It is not known when loss of MMR
occurs during tumour development, but it is generally
thought to occur at the middle to late adenoma stage.*
Generally, by the time that tumours with MSI present,
the adenomatous precursor has been obliterated. Most
pathologists would regard any positive staining as
being indicative of positive expression, with absence of
staining being attributed to fixation artefact. In this
case, close scrutiny of the stroma and TILs in the non-
staining tumour epithelium allowed us to conclude
that this was ‘true’ negative staining, and that the
tumour should be classed as MMR-deficient.

Case 2 (Figure 1B): in this case, the clinical context
and H&E appearances were as in case 1. Immunostain-
ing for MMR protein expression showed widespread
nuclear expression of MSH2 and MSH6. However,
MLH1 was seen patchily throughout the section, and
showed moderate cytoplasmic staining with weak but
unequivocal nuclear staining. There was extensive
weak but unequivocal expression of PMS2 in the
tumour nuclei. In both of the sections stained for
MLH1 and PMS2, the tumour stroma, the TILs and
adjacent non-malignant epithelium all showed nuclear
expression that was much more intense than that seen
in the tumour nuclei. This is the reverse of what would
normally be expected (tumour nuclei usually stain
more intensely than stroma), and confirmed that the
observed expression was unlikely to be a technical
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2-4. Place de I'amplification de HMGA2 dans la biologie des liposarcomes bien différenciés et

dédifférenciés

Article 5 :
E. Sadda, F. Burel-Vandenbos, D. Ranchére-Vince, |. Birtwisle-Peyrottes, B. Chetaille, C.
Bouvier, M-C. Chateau, M. Peoc’h, M. Battistella, J-M. Coindre, A. Bazin, J. Gal*?, J-F. Michiels, F.

Pedeutour, L. Bianchini. Prognostic value of HMGA2, CDK4 and JUN amplification in well-

differentiated and dedifferentiated liposarcomas. Soumis a Modern Pathology.
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Si le caractére pathognomonique de I'amplification de MDM?2 dans les TLA-LBD et LDD est
maintenant bien démontré, 'incidence de I'amplification d’autres oncogénes impliqués dans la
biologie de ces tumeurs est moins bien connue.

Notre équipe avait étudié la plus grande série de TLA-LBD et LDD dans laquelle I'incidence de
I'amplification de CDK4 a été établie (ltaliano, Bianchini et al. 2009). Elle a ainsi démontré le
caractere fréguent mais non obligatoire de I'amplification de CDK4 et observé que cette amplification
était significativement plus fréquente dans le sous-type LDD. Elle a également démontré le réle

pronostique péjoratif de I'amplification de CDK4 dans cette population.

Article 5 :

Mon objectif a été d’étudier le role et la signification pronostique de I'amplification du géne
HMGA2 dans cette grande série de tumeurs, en évaluant plus précisément le statut distinctif des
différentes parties 3’ et 5’ du gene.

Des données d’autres équipes suggéraient que la protéine HMGA?2 pouvait ne pas étre
surexprimée dans les LDD (Dreux, Marty et al. 2010). |l était de plus important de clarifier le statut
d’amplification et le role du géne JUN. Des données contradictoires, probablement parce qu’elles
étaient extrapolées a partir d’'un petit nombre de cas, soulevaient la question de la corrélation entre
amplification de JUN et dédifférenciation (Chibon, Mariani et al. 2004, Mariani, Brennetot et al. 2007,
Snyder, Sandstrom et al. 2009). Une autre question a résoudre était le caractére mutuellement
exclusif de I'amplification de JUN et de I'amplification du gene MAP3K5 dont le rble dans la
dédifférenciation des LPS avait aussi été évoqué (Horvai, DeVries et al. 2009).

Nous avons ainsi caractérisé les amplifications respectives des genes CDK4, HMGAZ2 et JUN
sur une série de 116 TLA/LBD et LDD, tous porteurs d’amplification du géne MDM2. Notre but était
de déterminer I'incidence de I'amplification de ces oncogénes HMGAZ2, JUN et CDK4 dans les des TLA-
LBD et LDD. Notamment, en utilisant un panel de sondes couvrant différentes portions extra- et
intra-géniques de HMGA2, nous avons plus particulierement étudié I'amplification différentielle des
régions 5’UTR, des exons 1-2, exons 1-3, exons 4-5 et région 3’UTR du géne. Nous avons également
recueilli les données anatomo-cliniques des patients et établi des corrélations avec ces
amplifications. Nous avons recherché un éventuel r6le pronostique de ces amplifications. Notre série
était constituée de 48 LDD et 68 TLA/LBD. Le suivi médian était de 40,7 mois. La survie globale était
de facon cohérente avec les données de la littérature négativement impactée par le sous type
histologique LDD, I'age au diagnostic, l'utilisation d’une chimiothérapie en premiére intention,
I'absence de chirurgie dans la premiére séquence thérapeutique, le grade 3, la présence de

métastases.
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Nous confirmons dans un premier temps sur une série indépendante les données
précédemment démontrées quant a I'amplification de CDK4. Celle-ci était significativement associée
au sous type LDD (88,2% LDD vs. 58,9% TLA/LBD, p=0,007), aux tumeurs non localisées au niveau des
membres ainsi qu’au grade 3. Nous confirmons également que I'amplification de CDK4 est associée a
une survie globale (survie globale a 2 ans: 79,8% vs 94,7%, p=0.07) et une survie sans récidive (survie
sans récidive a 2 ans: 67% vs 93%, p=0,05) plus courtes.

Pour HMGAZ2, nous retrouvons une amplification différentielle des trois premiers exons du
géne par rapport aux exons 4-5 et I'extrémité 3’UTR. Nous montrons pour la premiere fois que
I"amplification des trois premiers exons du gene est associée a des facteurs de bon pronostic tels que
le sous-type TLA/LBD (75% des LDD vs. 95,3% des TLA/LBD, p=0,01), le grade 1, I'absence
d’envahissement ganglionnaire et le caractere non récidivant de la tumeur. Nous montrons aussi
pour la premiére fois que I'amplification des trois premiers exons de HMGA2 ainsi que de son
extrémité 3’UTR sont associés a une survie sans récidive plus longues (respectivement : survie sans
récidive a 2 ans: 69% vs 40%, p=0,08 et survie sans récidive a 2 ans: 84% vs 52%, p=0,01). Ces
résultats soulignent un réle spécifique de HMGA2 dans la biologie des TLA/LBD et LDD. En effet, la
surexpression et /ou I'amplification de HMGA2 est classiquement associée a un pronostic plus
péjoratif dans d’autres modeles tumoraux (Abe, Watanabe et al. 2003, Miyazawa, Mitoro et al. 2004,
Meyer, Loeschke et al. 2007, Raskin, Fullen et al. 2013, Califano, Pignata et al. 2014). Les TLA/LBD et
LDD semblent ainsi étre des modeles tumoraux particuliers ou les propriétés inductrices de
différenciation adipocytaire (Battista, Fidanza et al. 1999, Sun, Fu et al. 2009 et de stabilisation du
génome (Young and Narita 2007, Cleynen and Van de Ven 2008) (Schoenmakers, Wanschura et al.
1995, Fedele, Berlingieri et al. 1998) (Narita, Krizhanovsky et al. 2006) de HMGA2 pourraient
prédominer.

Nous avons confirmé que I'amplification de JUN était significativement associée au sous-type
LDD mais qu’il existait d’authentiques TLA/LBD avec amplification de JUN (60,5% des LDD vs. 16,7%
des TLA/LBD, p=0,005). Nous montrons également que I'amplification de JUN est associée a des
facteurs de mauvais pronostic tels que le grade 3. Nous montrons pour la premiere fois que
I’amplification de JUN est associée a une survie sans récidive plus courte (survie sans récidive a 2 ans:
38% vs 64,2%, p=0,07). Ces résultats sont a rapprocher des données préalablement publiées par
Snyder et al. (Snyder, Sandstrom et al. 2009) qui montrent que JUN n’a probablement pas de réle
propre dans le processus de dédifférenciation des LBD mais plutdt un role favorisant la prolifération
tumorale.

Lors de I'’étude de cette série, nous avons analysé le préléevement d’une récidive de LDD chez
une patiente dont les prélevements antérieurs et les récidives ultérieures avaient également été

adressées a notre laboratoire. Nous avons saisi I'opportunité de disposer de ce suivi cytogénétique et
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moléculaire depuis le LBD rétropéritonéal diagnostiqué en 1999 et de ses quatre récidives
successives sous forme de LDD sur une période de 15 ans (successivement en 2008, 2009, 2011 et
2014) pour nous aider a comprendre la succession des mécanismes de dérégulation génétique
impliquée dans la dédifférenciation des LBD. Une telle étude exhaustive portant sur les multiples
récidives aux décours des opérations chirurgicales et du suivi d'un méme patient n’avait, a notre
connaissance, jamais été rapportée.

En utilisant la technique de CGH, nous avons observé que le fil conducteur dans la tumeur
primitive LBD et les récidives LDD était, comme attendu, la présence d’un amplicon 12q13-15
comportant I'amplification du gene MDM2. Toutefois les différents préléevements comportaient
outre des points communs, des différences notables. Alors que MDM2 était le seul gene
constamment amplifié dés le diagnostic et dans toutes les récidives, CDK4 était amplifié dans toutes
les tumeurs sauf dans la récidive de 2011 ou seul un gain modéré était détecté (cependant un
artefact technique ne peut étre complétement exclu quant a cette variation quantitative dans un
seul des prélevements ; il est possible que CDK4 ait été constamment amplifié). HMGA2 présentait
seulement un gain dans le LBD et la récidive de 2009 puis était amplifié dans la derniére récidive en
2014. L'amplification de JUN apparaissait dés la premiére récidive sous forme de LDD et persistait
dans les récidives ultérieures. L'amplification de MAP3K5 n’était présente que dans la derniere
récidive. Nous avons également constaté une plus grande complexité génomique au fur et a mesure
des récidives successives qui impliquaient des régions plus grandes du génome. Ceci souligne le role
fondateur des amplicons avec amplification de MDM2 dans ces tumeurs (Taylor, DeCarolis et al.
2011, Nord, Macchia et al. 2014). L’apparition d’'une amplification de JUN dans la premiere récidive,
corrélée au basculement vers le phénotype dédifférencié souleve I'hypothése de la coexistence tres
précoce de différents clones cellulaires. Bien qu’aucun foyer de dédifférenciation n’ait été identifié
dans les multiples blocs d’inclusion du LBD primitif, il ne peut étre exclu la présence de quelques
cellules dédifférenciées comportant déja I'amplification de JUN et ayant proliféré de facon exclusive
aprés la premiére exérése. Toutefois une apparition progressive de novo d’un gain puis d’une
amplification de JUN conférant un avantage sélectif peut aussi étre envisagée. Ces deux types de
mécanismes peuvent également étre discutés concernant |'apparition de I'amplification de MAP3K5
dans l'ultime récidive de 2014. De plus, notre observation démontre que les amplifications de JUN et
MAP3K5 ne sont pas mutuellement exclusives, peuvent co-exister et possiblement agir en synergie.

Quant au profil de I'amplification de HMGA2 dans ces tumeurs, il peut étre remarqué
plusieurs éléments. Son absence d’amplification dans la tumeur primitive et les premiéeres récidives a
pu étre favorable a I'apparition, dés la premiere récidive, d’'un phénotype totalement dédifférencié.
En revanche il peut étre surprenant de la voir apparaitre dans la derniére récidive, également

totalement dédifférenciée. Il peut s’agir uniqguement d’un phénomeéne « mécanique » reflétant
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I’extension de taille de I‘amplicon 12q. A contrario, il pourrait éventuellement s’agir aussi d’'un
déterminisme fonctionnel cherchant a contrebalancer I'effet synergique de la co-amplification de

JUN et MAP3K5 pour une meilleure croissance des cellules tumorales.
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Abstract

HMGA2, CDK4 and JUN genes have been described as frequently co-amplified with MDM2 in
Atypical Lipomatous Tumours, Well-Differentiated Liposarcoma and Dedifferentiated Liposarcoma.
We studied the frequency of amplification of these genes in a series of 48 Dedifferentiated
Liposarcoma and 68 Atypical Lipomatous Tumours/Well-Differentiated Liposarcoma. We correlated
their amplification status with clinico-pathological features and outcomes. Histologically, both CDK4
(p=0.007) and JUN (p=0.005) amplifications were associated with Dedifferentiated Liposarcoma,
whereas amplification of the proximal parts of HMGA2 (5'UTR-exon 1-3) was associated with Atypical
Lipomatous Tumours/Well-Differentiated Liposarcoma (p=0.01). CDK4 amplification was associated
with axial tumors. Amplification of 5’"UTR-exons 1-3 of HMGAZ2 was associated with primary status
and grade 1. Shorter overall survival was correlated with: age>64 y (p=0.03), chemotherapy used in
first intent (p<0.001), no surgery (p=0.003), grade 3 (p<0.001), distant metastasis (p<0.001), node
involvement (p=0.006), CDK4 amplification (p=0.07). In multivariate analysis, distant metastasis
(HR=8.8) and grade 3 (HR=18.2) were associated with shorter overall survival. A shorter relapse-free
survival was associated with Dedifferentiated liposarcoma (p<0.001), grade 3 (p<0.001), node
involvement (p<0.001), distant metastasis (p=0.02), recurrent status (p=0.009), axial location
(p=0.001) and to molecular features such as CDK4 (p=0.05) and JUN amplification (p=0.07).
Amplification of 5’"UTR-exons 1-3 (p=0.08) and 3’UTR (p=0.01) of HMGAZ2 were associated with longer
recurrence free survival. Distant metastasis was associated with shorter recurrence free survival
(HR=5.8) in multivariate analysis. Dedifferentiated Liposarcoma type was associated with axial
location, grade 3 and recurrent status. In conclusion, we showed that the amplification of HMGA2
was associated with the Atypical Lipomatous Tumours/Well-Differentiated Liposarcoma histological
type and a good prognosis whereas CDK4 and JUN amplification were associated with
Dedifferentiated Liposarcoma histology and a bad prognosis. In addition, we also provided the first
description of the molecular evolution of a Well-Differentiated Liposarcoma into four successive

Dedifferentiated Liposarcoma relapses, which was consistent with our general observations.
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Introduction

Atypical lipomatous tumors (ALT), well-differentiated liposarcomas (WDLPS) and
dedifferentiated liposarcomas (DDLPS) are the most frequent types of liposarcomas (LPS)(1) . ALT
refers to surgically amenable tumors located in the limbs or the trunk while WDLPS are intra-
abdominal or retroperitoneal lesions. Those tumors are locally aggressive but do not show potential
for metastasis unless they undergo dedifferentiation. “Dedifferentiation”, defined as the transition
from ALT/WDLPS to a non-lipogenic and often high-grade LPS, occurs in approximately 10% of
ALT/WDLPS. Cytogenetically, ALT/WDLPS and DDLPS are characterized by supernumerary ring or
giant chromosomes made up of 12q14-15 amplification including the MDM2 gene. Other variable
chromosomal regions are generally co-amplified (2). DDLPS may carry additional genetic
abnormalities when compared to ALT/WDLPS (3), suggesting that ALT/WDLPS and DDLPS represent
an original model of sarcoma transformation (4).

MDM?2 is considered as the driver gene of the 12g amplicon since it is amplified and
expressed in 100% of cases (5, 6). The detection of MDMZ2 amplification helps to distinguish
ALT/WDLPS from benign lipomatous tumors and DDLPS from other pleomorphic malignant
proliferations, though MDM2 amplification can be observed in other malignant tumors (7). MDM?2
amplification leads to the inactivation of TP53, which is rarely mutated in those tumors (8). The
pathogenesis of ALT/WDLPS and DDLPS might also be linked to several molecular events in addition
to the inactivation of TP53 such as the frequent amplification of HMGA2 (5, 6), CDK4 (6, 9) and FRS2
(10) as well as other genes located nearby MDM2 in ALT/WDLPS and DDLPS. These genes are
probably not only passive passengers of the amplicons and may play a crucial role in the genesis and
progression of these tumors. HMGA?2 is expressed during embryogenesis but not in normal adult
tissues. It regulates transcription through DNA architectural modifications and interacts with other
proteins of the enhanceosome. Its overexpression in benign and malignant tumors indicates

oncogenic properties (11). CDK4 phosphorylates RB1 (Retinoblastoma protein 1) and is implicated in
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the G1-S checkpoint of the cell cycle (12). CDK4 is frequently but not systematically co-amplified with
MDM?2 in ALT/WDLPS and DDLPS (9).

Among the mechanisms that have been reported to be involved in ALT/WDLPS
dedifferentiation, the amplification of JUN (1p32) or MAP3K5 (6g23.3) (that encodes a kinase acting
upstream of JUN) has been suggested because of a correlation between JUN amplification and DDLPS
histotype (13, 14). Remarkably, JUN can regulate the activity of transcription factors involved in
adipogenesis. However, a systematic link between inhibition of adipocytic differentiation and JUN
amplification was not confirmed (15, 16).

Our aim was to assess the frequencies of HMGA2, CDK4 and JUN amplification as well as the
prognostic value of these amplifications in a large series of LPS. In particular, we explored the
guantitative status of intra- and extra-exonic parts of the HMGAZ2 gene. In addition, we provided the
detailed evolution of the amplification of these genes over a 15-year dedifferentiation process in the
primary WDLPS and recurrent DDLPS from the same patient.

Materials and methods

Patients and samples

We have identified 116 MDM2-amplified cases among 210 formalin-fixed and paraffin
embedded samples of LPS (Supplementary Table 1). These tumors had been submitted to our
laboratory between July 2006 and January 2012 for molecular cytogenetic analyses because they
were suspected to be ALT/WDLPS/DDLPS. Pathological evaluation had been made by pathologists
expert in sarcomas from 13 French centers. Differentiation of tumors and surgical margins were
defined according to the French Sarcoma Group grading (17) and the surgical staging system of
Enneking et al. (18), respectively. Anatomo-clinical data were collected from medical records and
from the European sarcoma database and tumor bank “SarcomaBCB Conticabase”
(https://conticabase.sarcomabcb.org/). Tumors located in the limbs were designed as peripheral, the
others as axial. This study was approved by the boards of the participating institutions. For

simplification, ALT and WDLPS were grouped under the abbreviation ALT/WDLPS.
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Molecular cytogenetic analysis

Bacterial Artificial Chromosomes were prepared as FISH probes for HMGA2, CDK4 and JUN
(Table 1) according to standard procedures (19). Genomic amplification was defined as the presence
of at least 10 fluorescent signals (grouped in clusters) per cell in 21% of cells. Microscopic analysis
was performed using a DM6000B microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) by two
independent observers in a blinded manner. FISH images were processed using the ISIS software
(Metasystems, Altlussheim, Germany).

Comparative Genomic Hybridization on arrays (a-CGH) was performed in 7 cases (07T082,
09T033, 09T098, 10T542, 10T543, 1171030, 11T1024) in order to complete the FISH data and in the
primary and four successive recurrences of case 74. Male and female human genomic DNA (Promega
Corp, Madison, WI) was used as the control DNA. Following hybridization, washing and drying steps,
the microarray slides were scanned at 3um resolution, using the Agilent SureScan (Agilent
Technologies). Features were extracted from the scanned images and analyzed using Cytogenomics
software (version 2.5.8.11; Agilent Technologies) using the aberration detection method 2 (ADM-2)
algorithm. Thresholds were set at a minimum of 3 probes and 0.25 average log ratios. Raw data have
been submitted to Gene Expression Omnibus (GEO) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
with the reference GSE64597.

Immunohistochemistry

Immunohistochemichal (IHC) analysis was done in 44 cases for CDK4 (clone DCS 31,
Biosource International, Camarillo, CA), 57 cases for MDM2 (clone IF2, Zymed Laboratories, South
San Francisco, CA) and 30 cases for HMGA2 (clone HMGA2-P1, Biocheck, Foster City,CA) according to
standard procedures (19, 20). The staining was considered as positive when at least one cell nucleus
per high power field was strongly stained.

Statistical analysis

Date of histological diagnosis was used for date of diagnosis. Statistical comparisons were

performed by using Chi2 or Fisher’s exact tests for categorical data. Kaplan-Meier method was used
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to estimate the time to survival rates which were compared by the log rank test. p value<0.05 was
significant. For analysis of factors influencing survival, the variables tested were gender, age at
diagnosis, history of cancer, histological subtype, the French Sarcoma Group grading, complete
remission after first treatment, node involvement, metastatic status, CDk4 amplification, HMGA2
amplification, JUN amplification. If variables were significantly associated with survival in the
univariate analysis, a multivariate analysis using Cox proportional hazards regression was performed.
The R-3.1.1 statistical software for Windows was used.
Results

Clinical and histological features (Table 2)

The 116 MDM2-amplified samples included 48 DDLPS and 68 ALT/WDLPS. Median age was
64 years [38-88] for ALT/WDLPS and 69 years [42-90] for DDLPS. There were 72 men and 44 women.
Median tumor sizes and ranges were 160mm [35-400] for ALT/WDLPS and 150 mm [27-410] for
DDLPS. When compared to ALT/WDLPS, DDLPS were associated with: -i) axial location (p<0.001), -ii)
grade 3 (p<0.001), -iii) prescription of chemotherapy (p=0.02), -iv) recurrent status (p=0.07), -v) lack
of complete remission after the first treatment (p=0.02).

Expression and amplification of MDM2,CDK4, JUN and HMGAZ2 in ALT/WDLPS and DDLPS

A positive MDM2 staining using IHC was observed in 49 of the 57 analyzed cases (86%): the 8
negative cases were ALT/WDLPS; all the DDLPS showed a positive expression for MDM2 (p=0.02).
CDK4 amplification was significantly correlated with DDLPS histotype (88.2% DDLPS vs. 58.9%
ALT/WDLPS, p=0.007, figure 2C). A positive CDK4 staining using IHC was observed in 15 (60%)
ALT/WDLPS and 16 (84%) DDLPS. The amplification of the 5’UTR and exon 1-3 of HMGA2 was
correlated with ALT/WDLPS histotype: 95.3% of ALT/WDLPS vs. 75% of DDLPS (p=0.01) (figure 2B;
Table 3) and HMGA2 was expressed in 12 (93%) ALT/WDLPS and 15 (88%) DDLPS. JUN amplification
was also significantly correlated with DDLPS (60.5% DDLPS vs. 16.7% ALT/WDLPS, p=0.005)(figure
2C).

Molecular markers and clinical correlations
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CDK4 amplification was associated with an axial tumor location (66% vs. 39%, p=0.05).
Amplification of 5’UTR and exons 1-3 of HMGA2 was associated with a tumor size larger than 150mm
(57% vs. 17%, p=0.05), primary status (82% vs. 33%, p=0.02) and grade 1 (68% vs. 0%, p=0.004). JUN
amplification was associated with grade 3 (35% vs. 12%, p=0.07) and use of radiotherapy (44 vs. 12
%, p=0.06).

Survival and prognosis data

Median follow-up duration was 40.7 months (CI95% [32.0-45.5]). Median overall survival (OS)
was not reached at the time of analysis for the ALT/WDLPS group and was equal to 27.7 months for
DDLPS. The 2-year (2y) OS rate was 98% for ALT/WDLPS and 55.3% for DDLPS (p<0.001) (figure 3A).
Patients for whom a complete remission was initially obtained had a better prognosis than those
with residual tumors (2y OS: 95.7% vs. 45%, p<0.001). Shorter OS was observed in patients aged >64
y (2y: 74.5% vs. 87.3%, p=0.03), patients treated by chemotherapy in first intent (2y OS: 42.4% vs.
93.8%, p<0.001) and absence of surgery (2y: 33.3% vs. 86.2%, p=0.003). Shorter OS was correlated
with grade 3 (2y 0S: 41% vs. 100% for grade 1, p<0.001)(figure 3B), distant metastasis (2y OS: 40% vs.
87.3%, p<0.001)(figure 3C), node involvement (1y OS: 75% vs. 88.7%, p=0.006). Shorter OS was
associated with CDK4 amplification (2y: 79.8% vs. 94.7%, p=0.07)(figure 3D) and CDK4 positive IHC
staining (2y: 79.7% vs. 100%, p=0.03) but neither with JUN amplification (p=0.2) nor 5’UTR-exons 1-3
exons HMGAZ2 amplification (p=0.3). Multivariate analysis confirmed the prognostic role of distant
metastasis (HR=8.8; CI95% [1.6-49-2]) and grade 3 (HR=18.2, CI95% [1.8-182.7]).

A shorter relapse-free survival (RFS) was associated with histology of DDLPS (2y RFS: 38.5%
vs. 92%, p<0.0001)(figure 4A), grade 3 (2y RFS: 44% vs. 97%, p<0.0001)(figure 4B), node involvement
(1y RFS: 0 vs. 82%, p<0.0001), distant metastasis (1y RFS: 0 vs. 83%, p=0.02), recurrent status
(p=0.009), axial location (p=0.001), and absence of complete remission after first treatment (2y
RFS:25% vs. 73%, p=0.0002). CDK4 amplification (2y RFS: 67% vs. 93%, p=0.05)(figure 4C) and JUN
amplification (2y RFS: 38% vs. 64.2%, p=0.07) (figure 4D) were associated with shorter RFS.

Amplification of 5’UTR-exons1-3 (2y RFS: 69% vs. 40%, p=0.08)(figure 4E), and 3'UTR (2y RFS: 84% vs.
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52%, p=0.01) (figure 4F) of HMGA2 were associated with longer RFS. Multivariate analysis confirmed
a shorter RFS for metastatic patients (HR=5.8, CI95% [1.1-30]).
Detailed medical history and molecular data of case 74

The tumor sample of case 74 was a DDLPS analyzed in 2009. Because we had studied several
anterior and posterior samples from this patient (from 1999 to 2014), we compared the histological
and genomic features of these successive samples. The patient was 53-year-old when she was
diagnosed with a retroperitoneal grade 1 WDLPS in 1999. Molecular cytogenetic analyses of the
tumor after complete resection showed ring chromosomes containing amplified sequences from the
chromosomes 12 and 1 (Table 5). In particular, MDM2 and CDK4 were amplified. Only a moderate
gain of HMGA2 was detected. JUN and MAP3K5 were not amplified. A second enlarged surgery of
intra-abdominal and retroperitoneal relapse was performed in 2008 and followed by hypertermic
intraperitoneal chemotherapy. The recurrent tumor was an undifferentiated grade Ill sarcoma. The
presence of amplification of MDM2 and CDK4 and absence of HMGA2 amplification detected by FISH
was associated with a dedifferentiation of the previous WDLPS. CGH showed more complex
anomalies than the initial WDLPS (Supplementary Table 2), including the occurrence of JUN
amplification (Table 4). In July 2009, a Iytic lesion of the 11" right rib and a mass of the right flank
were both completely resected. Histological analyses indicated a relapse of the DDLPS. FISH and CGH
analyses showed amplification of MDM2, CDK4, JUN and gain of HMGAZ2. A macroscopically complete
resection was performed and a regular follow-up was resumed. In 2011, a mass of the right thoracic
wall was resected. Margins were microscopically involved; histological and molecular analyses
confirmed a third relapse of the known DDLPS with amplification of MDM2 and JUN, a gain of CDK4
and absence of amplification of HMGA2. An external radiotherapy was delivered in January and
February 2012. In 2014, a fourth relapse of the DDLPS was resected with microscopical clear margins.
The CGH and FISH analyses showed an amplification of the regions including CDK4, WIF1, HMGAZ2,

MDM?2 and JUN, and the occurrence of MAP3K5 amplification.
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Discussion

The role of HMGA?Z2 in adipose tumors is intriguing and not elucidated yet. When we started
this study, information about the genomic status of HMGA?2 in LPS was scarce. A high frequency of
the amplification of HMGA2 in WDLPS had indeed been reported by our group (5, 19) and by others
(6, 10, 21). Altogether, the available data had been obtained by heterogeneous methods including
FISH, (5, 19, 22), qRT-PCR (19), Southern-Blotting(21) or CGH(6) and the total number of patients
studied was small. Here, we used FISH in a large series of 116 ALT/WDLPS and DDLPS and we
demonstrated that amplification of HMGA2 was significantly associated with ALT/WDLPS whereas
the absence of amplification of HMGA2 was correlated to DDLPS. We chose FISH analysis because we
believed that it was a more appropriate and more sensitive method than array-CGH to detect
amplifications either concerning only a segment of a gene (in particular, various segments of
HMGA?2) or only a fraction of the cell population. Our conclusions are in agreement with those of
Dreux et al. (23) who observed a positive HMGA2 protein expression using IHC in 86% of 43
ALT/WDLPS and 67% of 69 DDLPS (p=0.02) and with those of Tap et al. (6) who found HMGA2
amplified in 100% of 21 ALT/WDLPS whereas it was amplified only in 15 of 17 DDLPS (88%). HMGA2
amplification was associated with favorable features such as absence of node involvement, primary
status and grade 1 as well as longer RFS in both ALT/WDLPS and DDLPS patients. This better
prognosis seems specific to adipose tumors since alterations of HMGAZ2 have been associated with
bad prognosis in several other tumor types, mainly carcinomas (24-26). Our observations are
reminiscent of the positive role of HMGA2 in adipocytic differentiation. Indeed, hmga2-/- mice show
a pygmy phenotype characterized by a small size and a deficiency in fat tissue (27) whereas
overexpression of a truncated hmga2 gene induces gigantism and lipomatosis in murine models (28).
Moreover, HMGA?2 is involved in cell differentiation (29). For instance, HMGA?2 is expressed in yolk
sac testicular germ cell tumors and in embryonal carcinomas but not in intratubular germ cell tumor

and seminomas (30); it is expressed in low grade gliomas but not in glioblastomas (31). Altogether,
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these observations suggest that HMGA?2 also interferes with cell proliferation by promoting cell
differentiation.

We also confirmed that the exons 1-3 of HMGA2 -that encode the three DNA AT-hook
binding domains- were more frequently amplified than exons 4-5 (88% versus 76%) (5, 19).
Noteworthy, it has been previously shown (32) that the expression of a truncated form of HMGA2
that retained only the three DNA-binding domains was sufficient to induce malignant transformation
of fibroblasts. More recently, Taylor et al. (33) studied the genome, exome, transcriptome and
methylome of primary and recurrent cases of DDLPS and showed that HMGA2 was deleted of its
3’UTR in both tumors. Altogether, those results support the notion that HMGA2 oncogenicity is
mediated by its three first exons and the loss of its regulatory negative 3’UTR.

HMGA?2 is rearranged and overexpressed in a majority of lipomas (19), amplified, rearranged
and overexpressed in most ALT/WDLPS (5) and in a significant proportion of DDLPS. This suggests
that HMGA2 may be the cornerstone of a genetic continuum among the lineage of differentiated
adipocytic tumors. The expression of HMGA2 may maintain a degree of adipocytic differentiation
(28, 34). Conversely, lack of HMGA2 expression when MDM?2 is amplified may favor dedifferentiation
(27). The role of HMGA2 in tumorigenesis might therefore be alternately pro- or anti-oncogenic (35)
according to the molecular context. Indeed, HMGA2 accumulates on the chromatin of senescent

fibroblasts and cooperates with p16™**

to stop proliferation and contribute to oncogenes
repression. This antiproliferative action was overpassed by an overexpression of MDM2 or CDK4 (35),
which is the particular cellular context of ALT/WDLPS and DDLPS. This may explain how HMGA2
might be the lever arm of the proliferation/dedifferentiation in MDM2/CDK4-amplified adipocytic
tumors.

In the present series CDK4 was not amplified in 24% of ALT/WDLPS and 14% of DDLPS. This
confirms that the co-amplification of CDK4 is not necessary in MDM2-amplified ALT/WDLPS and

DDLPS (6, 9). CDK4 amplification was significantly associated with axial location, DDLPS phenotype,

shorter RFS and OS. Altogether, the amplification of CDK4 appears as a pejorative event in LPS (9).
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Moreover, some of the genes located within the sequence targeted by the BAC clone RP11-571M6
containing CDK4 may also play a role. In this setting, Tap et al.(6) studied the amplification status of
genes in the vicinity of CDK4 in WDLPS/DDLPS. They found a frequent amplification of genes involved
in cell growth, motility and proliferation.

JUN amplification was significantly associated with DDLPS subtype, as suggested in smaller
series (6, 15, 33). This correlation would suggest a role of JUN in dedifferentiation (15). However, JUN
amplification is also observed in some ALT/WDLPS without any sign of dedifferentiation. In previous
reports, a majority of DDLPS did not show any amplification of JUN (6, 15, 36, 37). Moreover, Chibon
et al (13) showed that neither JUN nor MAP3K5 (ASK1) were overexpressed or amplified in one third
of DDLPS cases. In vitro and in vivo analyses showed that overexpression and amplification of JUN did
not influence adipocytic differentiation but had oncogenic properties in DDLPS (15). This
oncogenicity might better explain the worse RFS associated with JUN amplification in our series.
Recently, Aplidine, a drug that requires an activation of the JUN pathway, to induce apoptosis, was
evaluated in a phase 2 trial in advanced DDLPS and failed to demonstrate any benefit (38).

To the best of our knowledge, we describe for the first time the comprehensive genomic
analysis of several tumors from a same patient, including a primary WDLPS and the four successive
DDLPS recurrences. This analysis gives some clues on WDLPS-DDLPS genesis. Besides the early and
constant amplification of MDM_2, several additional features are of interest: -i) CDK4 was amplified in
all tumors (except the third recurrence where a gain was noted which could be explained by a
technical artifact) ; -ii) JUN amplification was not initially detectable but occurred concomitantly with
the dedifferentiation of the tumor and persisted in all of the successive relapses; -iii) MAP3K5
amplification was detected only in the fourth recurrence, demonstrating that MAP3K5 and JUN
amplification are not mutually exclusive events; -iv) HMGA2 showed only a moderate gain in the
primary tumor and first recurrences. This absence of amplification may have favored the
dedifferentiation process. Remarkably, HMGA2 was amplified in the fourth relapse (2014). This late

amplification is perhaps to be related with a functional determinism in order to counteract the
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synergistic effect of the co-amplification of JUN and MAP3K5 in this last relapse; -v) we observed
both variability and an increasing complexity of the additional genomic abnormalities throughout the
successive recurrences. The genomic profile of the primary WDLPS was quite simple which
underlines the predominance of the 12q13-15 region amplification. In this setting, Taylor et al. (33)
confirmed that the 12q amplicon structure was organized around the MDM2 amplification. Those
specific amplicons follow progressive rearrangements and amplifications that lead to distinct
clustering rearrangements between primary and recurrent DDLPS. On the other hand, one cannot
exclude the existence of a potential minority dedifferentiated clone preexisting in the initial WDLPS.
For their part, Nord et al. (16) showed that HMGA2, JUN, CDK4 or MAP3K5 are among other
oncogenes amplified in sarcomas with MDM2-positive rings. In contrast with the genetic complexity
of the ring chromosome, the karyotype of the MDM2-positive ring chromosomes was quite simple
suggesting that their formation was an early genetic event and that the content of these rings were
sufficient for tumor development (16).

In summary, we have shown that, among ALT/WDLPS/DDLPS, the amplification of HMGA2
was associated with the ALT/WDLPS subtype and a good prognosis whereas CDK4 and JUN
amplification were associated with DDLPS histology and a poor outcome. While HMGA2 and MDM?2
might be implicated in the early process of the ALT/WDLPS and DDLPS genesis, CDK4 and JUN may
have a secondary role of in the genesis of those tumors but a pejorative oncogenic effect.
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Figure legends

Figure 1 Schematic representation of the structure of the HMGAZ2 gene (12q14.3) and matching FISH
probes: blue solid rectangles represent the 5 exons. The upper part indicates the locations of BAC
clones RP11-30111 (upstream region of 5’UTR of HMGA2), RP11-299L9 (5'UTR and exons 1 and 2 of
HMGA?2), RP11-23C9 (5’UTR and the exons 1, 2 and 3 of HMGAZ2), CTC282-19 (third intron and the
exon 4 of HMGA2), CTD2240K5 (exons 4 and 5 and 3’UTR of HMGA2) and RP11-118B13 3’UTR of

HMGA2), according to (http://genome.ucsc.edu/; February 2009 release).

Figure 2 Histograms representing (A) the proportion of HMGA2’s domains amplification according to
histological subtype and (B) the proportion of amplification of HMGA2 (5'UTR and exonsl1-3), CDK4

and JUN according to histological subtype.* means statistical significance (p<0.05).

Figure 3 Overall survival (OS) according to (A) Histological subtype, (B) Differentiation, (C) Distant

metastasis and (D) CDK4 amplification.

Figure 4 Recurrence Free Survival (RFS) according to (A) Histological subtype (B) Differentiation (C)
CDK4 amplification (D) JUN amplification (E) HMGA2 5’UTR-exons1-3 amplification and (F) HMGA2

3’UTR amplification.
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Tables

Table 1 Description of the FISH probes used to characterize MDM2, HMIGA2, CDK4 and JUN
amplification

BAC clone’ Locus Chromosomal Position® Origin
location®
RP11-797C20 MDM2 12q15 69,161,511-69,340,249 CHORI?
RP11-30i11 Telomeric to 5’ region 65,89,238-66,063,441 CHORI?
of HMGA2
RP11-29919 5’ region-exons 1, 2 of 66,049,805-66,225,867 CHORI?
HMGA2
RP11-23C9 5’ region-exons 1, 2,3 66,093,846-66,246,663 CHORI?
of HMGA2 12q14.3
CTC-78219 Intron 3 and exon 4 of 66,235,316-66,355,707 Invitrogen3
HMGA2
CTD-2240K5 Exons 4, 5 and region 66,325,027-66,457,979 Invitrogen3
3’ of HMGA2
RP11-118B13 Region 3’ of HMGA2 66,358,701-66,502,988 CHOR/?
RP11-571M6 CDK4 12q14.1 57,999,870-58,211,408 CHORI?
RP11-63G10 JUN 1p32.1 59.246.463-59.249.785 CHORI?

! http://www.genome.ucsc.edu; UCSC Genome Browser on Human, Feb. 2009.
CHORI: Children’s Hospital Oakland Research Institute (http://bacpac.chori.org/)
3Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.
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Table 2 Clinical and histological features of a series of 116 ALT/WDLPS and DDLPS.

ALT/WDLPS DDLPS P Pearson exact test
N=68 (%) N=48(%)
Tumor size 0.6
<150 mm 17(25) 16(33)
2150 mm 32(47) 19(40)
N 0.2
NO 37(97) 27(87)
N1 1(2) 4(13)
M 0.2
MO 35(97) 26(87)
M1 1(3) 4(13)
Multifocality 0.4
No 32(84) 19(73)
Yes 6(16) 7(27)
Primary/recurrence 0.07
Primary 36(82) 22(61)
Recurrence 8(18) 14(39)
Site of tumor <0.001
Peripheral 33(56) 8(19)
Axial 26(44) 33(80)
Grade' <0.001
1 46(96) 3(9)
2 1(2) 19(57)
3 0(0) 11(33)
Surgery type 0.1
Absence of surgery 2(6) 4(13)
Excision 19(54) 10(32)
Wide resection 14(40) 17(55)
Margins 0.7
RO 5(13) 6(21)
R1 23(60) 15(53)
R2 10(26) 7(25)
Radiotherapy 0.2
No 30(86) 22(69)
Yes 5(14) 10(31)
Chemotherapy 0.02
No 34(94) 22(71)
Yes 2(6) 9(29)
Complete remission 0.02
after treatment
No 4(9) 11(33)
Yes 39(91) 22(67)

ALT/WDLPS: Atypical Lipomatous Tumour/ Well Differentiated LPS; DDLPS: DeDifferentiated LPS; v:
years; NO: absence of node involvement; N1: positive node involvement;

MO: absence of distant metastasis; M1: distant metastasis; RO: microscopically complete resection;
R1: macroscopically complete resection; R2: macroscopically uncomplete resection.

' . French Sarcoma Grading.
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Table 3 Differential oncogenes expression and amplification.

Saada E. et al.

ALT/WDLPS DDLPS P Pearson exact test
N=68 (%) N=48 (%)
IHC CDK4 0.2
Nul 10 (40) 3 (16)
Positive 15 (60) 16 (84)
IHC MDM2 0.02
Nul 8(22) 0(0)
Positive 28 (78) 21 (100)
IHC HMGA2 1
Nul 1(7) 2 (12)
Positive 12 (93) 15(88)
FISH CDK4 0.007
Not amplified 23 (41) 4(12)
Amplified 33 (59) 30 (88)
Region upstream to 5’UTR of 0.1
HMGA2
Not amplified 29 (50) 10 (30)
Amplified 29 (50) 23 (70)
5’UTR and exons 1-2 of HMGA2 0.8
Not amplified 6(12) 6 (16)
Amplified 43 (88) 31(84)
5’UTR and exons 1-3 of HMIGA2 0.01
Not amplified 2 (5) 8(25)
Amplified 41 (95) 24(75)
Intron 3 and exon 4 of HMGA2 0.2
Not amplified 6 (14) 9 (28)
Amplified 38 (86) 23(72)
Exons 4-5 and 3’UTR of HMGA2 0.15
Not amplified 7 (35) 3 (14)
Amplified 13 (65) 19 (86)
3’UTR of HMGA2 0.3
Not amplified 14 (24) 12 (36)
Amplified 44 (76) 21 (64)
FISH JUN 0.005
Not amplified 15 (83) 15 (39)
Amplified 3(17) 23 (60)
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Table 4 Amplification status assessed by CGH of MDM2, HMGA2, CDK4, JUN and MAP3K5 in the
primary tumor and the four recurrences of case 74.

MDM?2 HMGA2 CDK4 JUN MAP3K5
Primary WDLPS Amplified Gained Amplified  Not Amplified Not
1999 Amplified
First recurrence DDLPS Amplified Not Gained  Amplified  Amplified Not
2008 Amplified
Second recurrence DDLPS Amplified Gained Amplified  Amplified Not amplified
2009
Third recurrence DDLPS Amplified Not Gained Gained Amplified Not
2011 Amplified
Forth recurrence DDLPS Amplified Amplified Amplified  Amplified Amplified
2014
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Supplementary Table 1. Clinical and histological features of 116 ALT/WDLPS and DDLPS.

Case Reference Gender Age (y) Histology Morphology Tumor Site Tumor Site
1 10T002 M 63 DDLPS spindle cell Deep Nose
2 10T067 M 67 ALT/WDLPS lipoma-like
3 10T092 F 84 ALT/WDLPS lipoma-like Deep Thigh
4 107136 M 65 ALT/WDLPS lipoma-like Deep Thigh
5 10T163 M 72 DDLPS pleomorphic Superficial Retroperitoneal
6 10T164 F 60 ALT/WDLPS lipoma-like Superficial Head
7 107232 F 81 ALT/WDLPS Deep Retroperitoneal
8 107237 M 54 DDLPS Deep Triceps
9 107277 F 58 ALT/WDLPS lipoma-like Superficial Thigh
10 06T218 M 73 DDLPS pleomorphic Superficial Retroperitoneal
11 107286 M 63 DDLPS pleomorphic Deep Retroperitoneal
12 10T336 M 85 DDLPS spindle cell Deep Retroperitoneal
13 107373 F 60 DDLPS Deep Retroperitoneal
14 107380 F 54 ALT/WDLPS lipoma-like Deep Thigh
15 107382 M 44 ALT/WDLPS
16 10T396 M 64 ALT/WDLPS sclerosing Superficial ~ Scrotum
17 10T435 M 72 ALT/WDLPS lipoma-like
18 10T457 M 79 DDLPS Superficial ~ Scrotum
19 107497 F 55 DDLPS pleomorphic Deep Retroperitoneal
20 09T033 M 65 DDLPS Deep Retroperitoneal
21 09T150 F 60 DDLPS
22 097288 M 65 DDLPS Superficial ~ Inguinal
23 097471 M 66 DDLPS Deep Retroperitoneal
24 097764 F 76 DDLPS spindle cell Deep Retroperitoneal
25 097772 M 42 DDLPS spindle cell Superficial Hand
26 0871018 F 70 ALT/WDLPS Superficial Arm
27* 087063 F 41 ALT/WDLPS
29 08T236 M 70 DDLPS Deep Abdominal
30 081295 M 74 ALT/WDLPS Superficial ~ Chest
31 08T310 M 76 DDLPS Superficial ~ Testicle
32 081329 M 53 ALT/WDLPS lipoma-like Deep Thigh
33 087331 F 86 DDLPS
34 081372 M 80 DDLPS
35 081435 M 76 ALT/WDLPS
36 08T436 M 68 ALT/WDLPS
37 08T456 F 53 ALT/WDLPS lipoma-like Superficial ~ Thigh
38 08T506 F 66 DDLPS Superficial ~ sus-clavicular
39 087522 F 59 DDLPS Deep Retroperitoneal
40 087528 M 84 ALT/WDLPS
41 081530 F 64 ALT/WDLPS
42 077021 F 70 ALT/WDLPS
43* 077071 M 38 ALT/WDLPS
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44
45*
46*

47
48*

49*
50

51
53
54
55
56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68

69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
80
81
82
83
84
85

077082
077235
077247

077260
077288

077344
07T444

07T476
077516
077533
077539
07T557
07T565
07T604
077611

10T635
09T098
107542
107543
107562
10T580
107768
107775
107631

107791
107712
107680
127032
127102
097555
107852
107865
107949
107919
107960
107989
10T1007
1071049
10T1061
117002

< <<

M mm M < T

M <L

LSE7nLLLL <L

48
75
67

80
61

48
77

77
59
45
79
44
58
55
76

78
73
57
79
51
71
69
65
55

49
70
79
47
75
63
69
80
49
49
63
73
80
52
66
86

DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS

DDLPS
ALT/WDLPS

ALT/WDLPS
ALT/WDLPS

ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS

ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS

ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS

ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
TLA/WDLPS

lipoma-like and
sclerosing
pleomorphic
lipoma-like and
sclerosing
lipoma-like
lipoma-like and
sclerosing
lipoma-like
lipoma-like
lipoma-like

lipoma-like
lipoma-like
lipoma-like
lipoma-like and
sclerosing

pleomorphic
pleomorphic

lipoma-like
spindle cell

lipoma-like and
sclerosing

spindle cell

lipoma-like
lipoma-like

lipoma-like
spindle cell
lipoma-like
lipoma-like
pleomorphic
lipoma-like

lipoma-like

lipoma-like and

Deep
Deep
Deep

Deep
Deep

Deep
Superficial

Superficial
Superficial
Superficial

Superficial
Superficial
Superficial
Superficial

Superficial
Superficial
Superficial
Deep

Deep
Deep
Deep
Superficial

Deep

Deep
Superficial

Superficial
Deep
Superficial
Superficial
Deep
Superficial
Superficial
Deep

Superficial

Thigh
Thigh
Thigh

Retroperitoneal
Thigh

Thigh
Thigh

Thigh
Thigh
Shoulder

Thigh
Thigh
Buttock
Buttock

Thigh
Abdominal
lliac crest
Thigh

Arm

Shoulder
Retroperitoneal
Thigh

Abdominal

Retroperitoneal
Shoulder

Buttock
Retroperitoneal
Thigh

Scrotum
Retroperitoneal
Shoulder

Chest

Thigh

Inguinal
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86
87
88
89
920
91
93
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
108
109
111
112
113
114
115
117
118
119
120
121
122
123
124
126

117038
117071
11T091
117149
117257
117301
117342
117382
117479
117507
117528
117544
117326
117642
117647
11Te661
117769
117795
117850
117900
117942
117946
117951
1171024
1171030
117373
1171074
1171150
11T1154
1171183
1171292
1171305
127006
127033
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77
67
66
85
61
38
71
59
82
88
66
49
39
53
62
89
67
40
90
86
69
85
52
47
65
53
61
66
43
73
71
68
63
62

DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS
ALT/WDLPS
ALT/WDLPS
DDLPS

sclerosing

lipoma-like
lipoma-like

sclerosing

sclerosing
spindle cell

lipoma-like

pleomorphic

lipoma-like
lipoma-like
spindle cell

Superficial
Deep
Superficial

Deep

Deep
Deep

Deep
Deep
Deep

Superficial

Deep
Deep

Deep

Deep
Superficial

Deep

Superficial
Deep
Deep

Neck
Retroperitoneal
Thigh

Thigh

Buttock
Retroperitoneal

Retroperitoneal
Retroperitoneal
Retroperitoneal

Leg

Retroperitoneal
Thigh

Retroperitoneal

Thigh
Thoracic wall

Buttock

Thigh
Retroperitoneal
Abdominal

Y: years; M: Male; F: Female; ALT/WDLPS: Atypical Lipomatous Tumour/ Well Differentiated LPS;
DDLPS: DeDifferentiated LPS.
*: Partial cytogenetic data of those cases have been previously described in (12, 23).
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Supplementary Table 2. Summary of the chromosomic quantitative abnormalities assessed by CGH
in the primary tumor and the four recurrences of Ms B.

Discontinuous
amplifiation  of
region

12q

Other amplified regions

Deleted regions

Primary 12913.13-g24.21 1921.2-g21.3 1924.3-g25.1 1g25.2-944
WDLPS 1q24.2-g24.3
1999 7922.1-g31.1

9g21.11-g34.3

12q24.23-g24.31

14g32.13-g32.31

22911.22-g12.3
First 12913.3-gq14.1 1p32.2-p32.1 1921.1-g21.3
recurrence 2937.3 1g32.1
DDLPS 12913.2-g21.31 2pll.2-pl1.1
2008 12g21.31 16922.1-q22.2
Second 12g13.3-g23.1 1p32.2-p32.1 2p16.3-p16.2
recurrence 1p31.3 3pl12.3-pl12.1
DDLPS 2937.3 8p23.3-p23.1
2009
Third 12q13.3—q14.1 1p32.1 7911.21-q11.23
recurrence 1p31.3 16p13.12-p12.3
DDLPS 2937.3 16g22.1-g22.2
2011 5q34 17921.31

7pl14.2

7932.2-7q34

12q13.2

12g21.2-¢g21.31

12g21.32

12g21.33-g23.1

12g24.21

16pl11.2-p11.1

20g13.2
Forth 12 q13.3-12g24.21 1p36.21-p31.1 14 q22.3-q24.2
recurrence 6016.3-921
DDLPS 6923.3-g25.2,including MAP3K5
2014 7p22.3-p11.2

8p23.3-g21.13
8024.12-924.3
9g31.1-g34.3

X p22.33-p22.32
Xp2l.1-pll4

X pll.22-p11.21
Xql3.3-g21.1

X q21.2-g21.31




3. Conclusions et Perspectives

La caractérisation génétique, cytogénétique et moléculaire des TA qui a débuté dans les
années 90 et qui s’est poursuivie au sein d’équipes spécialisées dont la nétre a permis de résoudre
une majorité des difficultés diagnostiques survenant dans la prise en charge initiale du patient.

Cette information est devenue d’autant plus nécessaire que les techniques d’étude de ’ADN
sont devenues plus performantes, avec des niveaux de résolution toujours plus précis, en passant du
caryotype, aux techniques d’hybridation in situ et de PCR ou de séquencage et plus récemment aux
techniques de séquencgage a haut débit. Cette information est devenue également beaucoup plus
disponible avec une démocratisation des techniques les plus anciennes (FISH, CISH, PCRs) au sein
méme de certains laboratoires d’anatomopathologie dont certains sont devenus des laboratoires de
« biopathologie » ou encore de « pathologie moléculaire ». Cette évolution a été accompagnée par
I'intégration des caractéristiques génétiques, cytogénétiques et moléculaires au sein méme des
classifications de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des tumeurs, et notamment celles des
TM. Suivant le modele des protocoles utilisés dans les néoplasies hématologiques, qui avaient pris en
considération depuis plus d’une vingtaine d’année les résultats cytogénétiques puis moléculaires
dans la stratégie thérapeutique adaptée a chaque patient, les cliniciens et pathologistes du Groupe
Sarcomes Frangais ont été des précurseurs dans leur démarche d’intégration des analyses génétiques

dans leurs arbres décisionnels.

Conclusions associées a nos travaux.

Nos conclusions sont en faveur d’un role majeur du gene HMGAZ2 (12q14.3) dans la genese
particuliére des TA. Les travaux réalisés a I'occasion de mon travail de thése ont permis de montrer
une surexpression tres fréquente de la protéine HMGA2 dans les lipomes y compris en I'absence de
remaniement structural du gene. L'inhibition de I'expression des microARN /et-7 ne semble pas étre a
I'origine de cette surexpression dans les lipomes qui conservent ces sites de fixation. Nous avons
également décrit pour la premiere fois un cas de lipomatose ou I’ARNm et la protéine de HMGA2
étaient surexprimés indépendamment d’un remaniement du gene. Il s’agit de la premiere
démonstration de la surexpression de HMGA?2 dans cette pathologie, renforgant I’hypothése d’un
role précoce de sa dérégulation au sein de pathologies bien différenciées du tissu adipeux. De
maniere intéressante, I'expression de nombreux microARN /et-7 était inhibée dans cette lipomatose,
suggérant une possible dérégulation de I'expression de HMGA2 par les microARN Jet-7 dans les
lipomatoses. Nous avons également identifié le gene PPAP2B comme nouveau partenaire de fusion
de HMGAZ2 dans les lipomes avec t(1 ;12). L'implication connue de PPAP2B dans I'adipogenése nous a

ainsi permis de rediscuter du réle du géne partenaire de fusion dans la genése de ces lipomes. Nous
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décrivons de méme un nouveau cas avec géne de fusion HMGAZ2-NFIB dans un rare cas de lipome
profond pédiatrique. Enfin nous démontrons sur une série de 116 TLA/LBD et LDD avec amplification
de MDM2 que l'amplification des trois premiers exons de HMGAZ2 est significativement plus
fréquente dans les TLA/LBD que dans les LDD. Cette donnée renforce I'hypothése d’un role trés
précoce de HMGA?2 dans la genése des TLA/LBD et LDD.

En tant qu’oncologue médicale, jai été intéressée par les implications cliniques de
I’amplification du gene HMGAZ2. Nous démontrons pour la premiére fois le réle pronostic favorable
de I'amplification de HMGA2 ce qui suggére un rdle particulier de cet oncogéne dans les TLA/LBD et
LDD. Une hypothése serait la possible influence des CMS caractéristiques des TLA/LBD et LDD et la
possible régulation différente de I'architecture chromatinienne par la protéine tronquée HMGA?2
dans ce contexte cellulaire particulier. La surexpression de HMGA2 est en effet classiquement
associée a un pronostic plus péjoratif dans d’autres tumeurs malignes au sein desquelles la
surexpression de HMGA2 n’est pas associée a une amplification et une troncation du gene. Nous
confirmons également dans cette série indépendante le caractére non constant de I'amplification de
CDK4, et I'association significative de celle-ci avec le sous-type peu différencié (LDD) ainsi qu’un
pronostic plus péjoratif. Nous montrons également que [|'amplification de JUN, qui est
significativement plus fréquente dans les LDD, est associée a un pronostic plus péjoratif et une survie
sans récidive plus courte. Enfin, nous décrivons pour la premiere fois I'analyse génétique et
cytogénétique d’un cas de LBD rétropéritonéal et de ses quatre récidives successives sous forme de
LDD. Nous illustrons avec ce cas plusieurs points caractéristiques de la génomique des LBD-LDD : i)l’
amplification précoce et constante de MDM?2 ii) la complexité génomique croissante de ces récidives
iii) I'apparition de I'amplification de JUN avec la dédifférenciation de ces tumeurs ; I'amplification de
MAP3K5 n’apparait qu’au niveau de la derniére récidive. Pour aller plus loin, une analyse FISH
couplant les sondes HMGA?2 et JUN, JUN-MAP3K5 et MAP3K5-HMGAZ2 permettrait d’établir si ces co-
amplifications surviennent bien au sein des mémes cellules ou s'il existe des clones différents avec
des profils spécifiques d’amplification. Nos travaux ont ainsi pu apporter un éclairage supplémentaire
et renforcé I’hypothése d’un role particulier et précoce de la dérégulation du géne HMGAZ2 dans les

lipomes, les lipomatoses et les TLA/LBD et LDD.

Perspectives thérapeutiques permises par la connaissance de la biologie des TA.
Si I'analyse moléculaire des TA est désormais utilisée en routine pour |'aide au diagnostic,
I’étape suivante est la poursuite de la caractérisation génétique de ces tumeurs en vue d’identifier

des cibles thérapeutiques et des molécules efficaces. Les chimiothérapies classiques, essentiellement
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les anthracyclines, ne permettent en effet que des taux de réponses objective (de I'ordre de 12%) et
une médiane de survie sans progression de I'ordre de 4,6 mois chez les patients suivis pour un LBD
ou LDD localement évolué ou métastatique (Italiano, Toulmonde et al. 2012).

Ainsi, les implications thérapeutiques des anomalies observées dans les TA sont I'objet d’'une
recherche thérapeutique active. Barretina et al. (Barretina, Taylor et al. 2010) ont proposé une carte
des altérations moléculaires récurrentes dans une série de 207 sarcomes des tissus mous, dont des
LDD, pour lesquels une analyse moléculaire exhaustive a été réalisée (séquencage de I'ADN,
altérations du nombre de copies et expression de 'ARNm). Apres avoir procédé a l'inactivation de
385 geénes au sein de trois lignées de LDD, ils ont mis en évidence 99 genes dont I'inactivation est
associée a une diminution significative de la prolifération dans au moins I'une de ces lignées
cellulaires. Parmi ces genes, CDK4 était le plus intensément surexprimé. L'inhibition de I'expression
de CDK4 dans ces lignées, par short hairpin RNA ou avec un inhibiteur pharmacologique PD0332991,
était significativement associée a une décroissance de la prolifération cellulaire. Le PD0332991 a été
testé chez 30 patients atteints de LBD-LDD (5 LBD/25 LDD) avec amplification de CDK4 dans un essai
de phase Il (Dickson, Tap et al. 2013). Si les résultats de survie sans progression a 12 semaines étaient
encourageants (66%, 1C90%[51% ;100%]), une seule réponse partielle (3%) a été constatée. Le profil
de toxicité, notamment hématologique, de cette molécule était au moins comparable a celui de
cytotoxiques classiques. Ces résultats doivent étre confirmés dans un essai randomisé d’autant plus
nécessaire que |'histoire naturelle et la cinétique de progression de ces tumeurs sont hautement

variables d’un individu a I'autre.

Ciblage thérapeutique de MDM2.

Des approches de ciblage de MDM2 ont également été suggérées par le réle prépondérant et
unique de ce gene dans la biologie des LBD-LDD. Des données précliniques in vitro sont en effet
disponibles. L'effet de la Nutlin-3A, qui est un agent antagoniste de MDM2, a été testé dans deux
lignées cellulaires de TLA/LBD et une lignée de LDD (Muller, Paulsen et al. 2007). Dans cette
publication, I'administration de Nutlin-3A entrainait I'apoptose des cellules de LBD et LDD de méme
gue dans deux lignées d’ostéosarcomes avec amplification de MDM2. La Nutlin-3A n’avait pas d’effet
sur des lignées de sarcomes sans amplification de MDM2. De méme Singer et al. (Singer, Socci et al.
2007) confirment cet effet antitumoral de la Nutlin-3A sur des lignées de LDD. Le RG7112, un
inhibiteur de MDM2, a été testé en préopératoire chez 20 patients atteints de LBD ou LDD (Ray-
Coquard, Blay et al. 2012) sur la base de ce rationnel. Une seule réponse partielle et 14 stabilisations
ont été constatées au prix d’une toxicité hématologique et digestive qui a été considérée comme
sérieuse pour 8 patients (40%). In fine, cette approche, bien que basée sur des données précliniques

solides et un rationnel biologique fort, s’est avérée décevante. Ceci a par ailleurs conforté les travaux
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d’autres équipes dans le ciblage thérapeutique d’autres molécules impliquées dans la genése des

TLA/ LBD et LDD.

Ciblage thérapeutique de JUN.

L'inhibition de JUN et de sa voie de signalisation dans les LDD est une option thérapeutique
qui a été suggérée par des données précliniques (Chibon, Mariani et al. 2004, Mariani, Brennetot et
al. 2007). L'aplidine, un inhibiteur de JUN a ainsi été évalué chez 24 patients atteints de LDD avancés
(Italiano, Le Cesne et al. 2014) a 'occasion d’un essai de phase Il. L'essai a été clos prématurément
car I'analyse intermédiaire prévue par le protocole objectivait une seule stabilisation sur 17 patients
évaluables. Par ailleurs, le statut d’amplification de JUN n’était pas corrélé au pronostic des patients
ni a la réponse thérapeutique.

D’autres oncogénes sont des cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes pour les
LBD-LDD telles que YEATS4 (Barretina, Taylor et al. 2010) ou encore la voie de signalisation de FGFR
et Syndecanl (Zhang, Chu et al. 2013, Zaragosi, Dadone et al. 2014). En effet, des travaux
récemment réalisés dans notre laboratoire (Zaragosi, Dadone et al. 2014) ont permis de montrer que
le Syndecan-1, un protéoglycan de la membrane cellulaire, jouait non seulement un réle dans la
régulation de l'adipogenése mais était également surexprimé dans les LDD. L'inhibition de
I'expression du Syndecan-1 dans des lignées de LDD altérait la viabilité cellulaire ainsi que la

prolifération.

Ciblage thérapeutique de HMGA2.

L'intérét d’un ciblage thérapeutique de HMGA2 dans les LBD et LDD est a débattre. Les
arguments qui défendent une telle approche sont ses propriétés pro-oncogéniques prouvées par les
études fonctionnelles réalisées sur des modéles in vitro et in vivo variés (Fedele, Berlingieri et al.
1998, Morishita, Zaidi et al. 2013). Un autre argument est la survenue précoce des anomalies
structurales et de nombre du géne HMGAZ2 dans la genése des TLA/LBD et LDD. La protéine HMGA?2,
y compris sa forme tronquée, est surexprimée de maniére quasi constante dans les TLA/LBD et trés
fréquemment dans les LDD. Elle conserve les domaines fonctionnels de liaison a ’'ADN (AT hook) et
donc son action de modulation de la transcription de ’ADN. Cependant le réle de HMGA2 dans la
tumorigénése des TLA/LBD et LDD apparait complexe. En effet, le moins bon pronostic associé a
I'absence d’amplification de HMGA2 dans notre série suggérerait un effet « protecteur » de
I’'amplification de HMGAZ2 en favorisant la différenciation adipocytaire et probablement la stabilité
génomique de ces tumeurs. Ceci est a mettre en lien avec les propriétés de géne suppresseur de
tumeurs qui ont été évoquées plus haut ainsi que le pouvoir transformant plus limité de la forme

tronquée de HMGA2 sur une lignée de fibroblastes lorsqu’on la compare a d’autres oncogénes plus

70



classiques (Fedele, Berlingieri et al. 1998). Ainsi, les modeles animaux avec anomalies isolées de
HMGAZ2 ne développent que des tumeurs bénignes (Fedele, Battista et al. 2002, Zaidi, Okada et al.
2006). Chez 'homme également les anomalies isolées du gene HMGAZ2 sont associées uniquement a
la formation de tumeurs bénignes. Par ailleurs, il n’existe a notre connaissance pas de molécule a
vocation thérapeutique ciblant HMGA2 qui soit disponible chez I’'homme.

Poursuite de la caractérisation des TA dans notre laboratoire.

Pour étoffer le rationnel d’un ciblage thérapeutique de HMGA2 dans les TLA-LBD/LDD, les
perspectives de travaux qui seront entrepris dans le laboratoire a la suite de nos résultats sont
I’étude de I'invalidation de I'expression de HMGA?2 par infection lentivirale de short hairpin RNA dans
des lignées de LBD établies dans notre laboratoire. Ceci aura I'intérét d’étudier le role exact de cette
inactivation dans le contexte génomique tres particulier des LBD. Les efforts seront probablement
poursuivis dans I'étude de la région 3’UTR de HMGA2 avec a terme un séquencage de celle-ci
notamment dans les lipomes sans remaniement structurel du gene. La recherche et l'identification
de nouveaux génes partenaires de fusion seront poursuivies. Enfin, notre laboratoire participera a un
projet collaboratif coordonné par Florence Pedeutour qui a pour objectif I'analyse exhaustive des
anomalies de la voie de signalisation qui implique le syndecan 1 et FGFR, la mesure de l'inhibition de
FGFR sur des modeles précliniques in vitro et in vivo de LBD et LDD pour a terme proposer un essai
thérapeutique clinique avec la molécule qui aura démontré les meilleures propriétés

antiprolifératives.

Perspectives personnelles.

D’un point de vue plus personnel, ce travail de thése constitue I'une des étapes essentielles
de ma formation professionnelle d’oncologue. Je souhaite en effet me spécialiser dans I'élaboration
et la supervision d’essais de phase précoce ainsi que dans la prise en charge des sarcomes. Ce bagage
me sera également précieux pour I'exercice d’'une médecine personnalisée. Celle-ci se concrétise
notamment sous la forme de participation a des réunions de concertation pluridisciplinaire
moléculaires au sein desquelles les cliniciens et les biologistes discutent du meilleur traitement
possible a la lumiere des anomalies moléculaires mises en évidence pour chaque cas particulier. Mon
intégration dans ce groupe de travail a été notamment légitimée par la réalisation de ce travail de
these. Celui-ci m’aura entre autres permis I'apprentissage de la rigueur de la lecture scientifique,
ainsi que les difficiles et multiples finesses de I'écriture scientifique. Cette étape aura surtout été une
expérience humaine enrichissante pendant laquelle jai pu mesurer I'engagement de mes
interlocuteurs dans la compréhension de la complexité des mécanismes génétiques qui sous tendent

I’oncogenese.
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4-Résumé
Les tumeurs adipocytaires (TA) bénignes sont majoritairement constituées par les lipomes,

alors que les TA malignes sont principalement des Tumeurs Lipomateuses Atypiques (TLA)/
liposarcome (LPS) bien différenciés (LBD) et les LPS dédifférenciés (LDD). Le géne HMGA2 (High
Mobility Group A2) est remanié dans certains lipomes et amplifié dans les TLA/LBD et LDD. Ainsi,
nous avons émis I’hypothese que HMGAZ jouait un réle fondamental dans la genése des TA bénignes
et malignes.

En faveur de cette hypothese, nous avons observé une surexpression constante de HMGA2
dans les TLA/LBD et LDD avec amplification de HMGA?2 et les lipomes avec remaniement de HMGA2.
Dans un cas de lipomatose, hypertrophie pathologique du tissu adipeux sans anomalie du gene
HMGA2, une surexpression de HMGA?2 était associée a une inhibition de I'expression de plusieurs
microARN /et-7. En revanche, nos travaux ne sont pas en faveur d’un role prépondérant des
microARN /et7 dans la surexpression de HMGA2 dans les TA.

Nous nous sommes également intéressés aux génes partenaires de fusion avec HMGAZ2 dans
les lipomes et avons notamment identifié une nouvelle fusion impliquant PPAP2B (Phosphatidic Acid
Phosphatase type 2B) localisé en 1p32. Nous avons aussi confirmé le réle du géne NFIB (9p22) dans
les lipomes.

Enfin, nous avons établi des corrélations pronostiques dans une grande série de 116 TLA/LBD
et LDD : 'amplification de HMGA2 était associée a I'histotype TLA/LBD et a une survie longue alors
gue les amplifications de CDK4 et JUN sont associées au type LDD et une survie courte.

Ainsi, nos données confortent I’hypothése d’un réle précoce et majeur de HMGA2 dans la

genese des TA bien différenciées.
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