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Résumé

Le carcinome corticosurrénalien (CCS) est un cancer rare, agressif et de mauvais pronostic. Les
options thérapeutiques sont limitées et les chimiothérapies, thérapies ciblées et
immunothérapies n’améliorent pas la survie globale des patients. Une meilleure compréhension
des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la physiopathologie du CCS est donc
indispensable, afin de développer de nouvelles thérapies plus efficaces. Deux grandes études
de génomique intégrées des CCS ont montré qu’il existait une activation aberrant de la voie
Wnt/B-Caténine dans environ 40% des CCS, en lien avec des mutations somatiques et des
délétions homozygotes de deux génes clés : CTNNB1 (B-Cateénine) et ZNRF3. Par ailleurs,
elles ont permis 1’identification de signature de microARN spécifiques aux CCS de bon et de
mauvais pronostics. Les microARN (miRs) sont de petits ARN non codants, d’environ 20
nucléotides, dont le role majeur est la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression
génique. Notre équipe a identifié deux miRs surexprimés dans les CCS agressifs et associés au
mauvais pronostic : miR-139-5p et miR-483-5p.

L’objectif de ma thése était de déterminer I’impact de ’activation aberrante de la voie de
signalisation Wnt/p3-Caténine sur I’expression des miRs dans le CCS, en particulier sur miR-
139-5p et miR-483-5p.

La lignée cellulaire de CCS H295R présente une activation constitutive de la voie Wnt/f-
Caténine en lien avec une mutation activatrice de la B-Caténine. Nous avons montré que
I’extinction de ’expression de la B-Caténine dans cette lignée modulait ’expression de 54
miRs, en diminuant I’expression de 42 d’entre eux (77.8%). Parmi les miRs dont I’expression
était impactée par la diminution de la B-Caténine, on retrouvait notamment miR-139-5p mais
pas miR-483-5p, ainsi que plusieurs miRs du locus chromosomique 14932, locus connu pour
étre impliqué dans la carcinogenése dans d’autres cancers. Nous avons ensuite montré que la
diminution de miR-139-5p était corrélée a celle de son géne hote, PDE2A, récemment identifié
comme une cible de la B-Caténine. Par ailleurs, la diminution de miR-139-5p induit
I’augmentation de la protéine NDRG4, un des génes cibles de miR-139-5p identifié par notre
équipe.

Nous avons ensuite analysé les données publiques de transcriptome et de miRnome des cohortes
de patients COMETE-ENSAT et TCGA. Nous avons montré que les patients présentant une
mutation somatique ou une altération moléculaire de CTNNB1 ou ZNRF3 avaient un niveau
de miR-139-5p et de PDE2A significativement plus élevé et un niveau d’expression de NDRG4
significativement plus bas que les autres patients. Nous avons également montré que le niveau
d’expression de miR-139-5p est parfaitement corrélé a celui de son gene héte PDE2A chez les
patients. Toutefois, I’analyse d’un sous-groupe de patients présentant un haut niveau de miR-
139-5p sans altération génomique identifiée de CTNNB1 ou ZNRF3 nous a permis de découvrir
que le niveau d’expression du facteur de transcription LEF1, un partenaire de la -Caténine,
était associé a I’expression de miR-139-5p, indépendamment du statut mutationnel de la voie
Whnt/B-Caténine. Par ailleurs, les patients présentant un haut niveau d’expression de LEF1
présentaient une moins bonne survie globale que ceux avec un bas niveau de LEF1. De maniere
intéressante, le niveau d’expression de LEF1 était un meilleur prédicteur de survie globale que
la présence d’altérations moléculaires de CTNNB1 ou ZNRF3.

Ainsi, mon travail de thése constitue la premiere analyse globale de la modulation du miRnome
par la voie de signalisation Wnt/B-Caténine dans le CCS et d’une maniére générale dans le
cancer. L’expression de miR-139-5p, un miR associé au mauvais pronostic, est contr6lée par le
niveau d’activation de la voie Wnt/B-Caténine, en corrélation avec son gene hote PDE2A. Par
ailleurs, nous avons identifié LEF1 comme un nouveau marqueur pronostic de survie dans le
CCs.

Mots clés : carcinome corticosurrénalien, voie de signalisation Wnt/p-Caténine, microARN,
pronostic, miR-139-5p



Abstract

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare and aggressive cancer with a poor prognosis.
Treatment options are limited and chemotherapies, targeted therapies and immunotherapies do
not improve the overall survival of patients. A better understanding of the molecular
mechanisms underlying the pathophysiology of ACC is therefore essential to develop therapies
that are more effective. Two large integrated genomic studies of ACC have shown that the
aberrant activation of the Wnt/p-Catenin pathway was present in about 40% of ACC, due to
somatic mutations and homozygous deletions of two key genes: CTNNB1 (B-Catenin) and
ZNRF3. In addition, they allowed the identification of microRNA signatures specific to ACC
with good or poor prognosis. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs of about 20
nucleotides which play a major role is the post-transcriptional regulation of gene expression.
Our team has identified two miRNAs overexpressed in aggressive ACC and associated with
poor prognosis: miR-139-5p and miR-483-5p.

The objective of my thesis was to determine the impact of the aberrant activation of the Wnt/p-
Catenin signaling pathway on miRNA expression, in particular on miR-139-5p and miR-483-
5p.

The ACC H295R cell line exhibits a constitutive activation of the Wnt/p-Catenin pathway due
to an activating mutation of p-Catenin. We showed that silencing B-Catenin expression in
H295R cells changes the expression of 54 miRNAs, by decreasing the expression of 42 of them
(77.8%). Among the miRNAs whose expression was impacted by the repression of f-Catenin,
we identified miR-139-5p, as well as several miRNAs from the chromosomal imprinted locus
14932 which is known to be involved in carcinogenesis in other cancers. We subsequently
showed that the decrease in miR-139-5p was correlated with that of its host gene, PDE2A, a
recently identified target gene of pB-Catenin. Furthermore, the decrease in miR-139-5p was
accompanied by an increase in NDRG4, one of the target genes of miR-139-5p identified by
our team.

We then analysed publicly available transcriptome and miRnome data from the COMETE-
ENSAT and TCGA patient cohorts. We found that patients with somatic mutations or molecular
alterations in CTNNB1 or ZNRF3 genes had significantly higher miR-139-5p and PDE2A
levels and significantly lower NDRG4 expression levels as compared to the other patients. We
also showed that the expression level of miR-139-5p was highly correlated with that of its host
gene PDE2A in patients. However, by analysing a subgroup of patients with high miR-139-5p
levels without identified genomic alterations in CTNNB1 or ZNRF3, we found that the
expression level of the transcription factor LEF1, a partner of B-Catenin, was associated with
miR-139-5p expression, independently of the mutational status of the Wnt/p-Catenin pathway.
Furthermore, patients with high levels of LEF1 had worse overall survival than those with low
levels of LEF1. Interestingly, LEF1 expression level was a better predictor of overall survival
than the presence of CTNNB1 or ZNRF3 molecular alterations.

In conclusion, my thesis work represents the first global analysis of Wnt/p-Catenin signaling-
mediated regulation of the miRnome in ACC and in cancer in general. The expression of miR-
139-5p, a miRNA associated with poor prognosis in ACC, is tightly controlled by Wnt/p-
Catenin signaling, in correlation with its host gene PDE2A. Furthermore, we identified LEF1,
a major transcription factor of the pathway, as a new prognostic marker for ACC patient
survival.

Keywords: adrenocortical carcinoma, Wnt/p-Catenin signaling pathway, microRNAs,
prognosis, miR-139-5p
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1 - Introduction
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1) La glande surrénale : généralités

1. Structure et développement!?
1.1 Anatomie et structure
Les glandes surrénales sont des glandes rétro-péritonéales, paires, coiffant le pdle supérieur des
reins (Figure 1). Situées en regard de la 11°™ et 12°™ vertébre thoracique, elles sont contenues
dans le fascia rénal, au sein d’une loge fibreuse qui leur est propre, et sont séparées du rein par
du tissu adipeux et un septum conjonctif appelé septum inter-surréno-rénal. Elles mesurent
environ 4 a 6 cm de long et 2 a 3 cm de large, et pésent entre 5 et 10g. Leur morphologie est
legérement différente : la surrénale droite est plutdt pyramidale ; la surrénale gauche est plus

allongée et plate, souvent dite « en bonnet phrygien », et est un peu plus bas-située.

Figure 1 : Situation anatomique des glandes surrénales

La glande surrénale est composée de deux parties, le cortex et la médulla, qui ont une origine
embryologique différente (Figure 2) 135

- Le cortex (ou corticosurrénale) est responsable de la synthése des hormones

stéroides a partir du cholestérol. 11 se développe a partir d’une ébauche

mésoblastique commune aux futurs reins, surrénales et gonades. A la 4°™ semaine,

le métanéphros, qui forme les futurs reins, se sépare du primordium

adrénogonadique (PAG), qui donnera naissance aux surrénales et aux gonades®, sous
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I’influence des facteurs de transcription « empty spiracles2 » (Emx2), « Lin 11 Islet
1 and Mec-3 homeobox gene 1 » (Lim1), « Wilms tumor 1 » (Wt-1), « wingless-
type MMTYV integration site family member 4 » (Wnt4), « Dosage-sensitive sex
reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1 » (Dax-1) ,
« Gata binding protein 4 » (Gata4) et « Steroidogenic Factor-1 » (SF-1)"8. Dés la
5¢me semaine du développement, le PAG se divise en une ébauche surrénalienne, qui
va migrer en rétropéritonéal et qui formera le cortex primitif de la glande, et en
ébauche gonadique, migrant en antérieur dans le péritoine. Les deux ébauches
expriment toutes les deux SF-1, Wt-1 et Wnt4. Wt-1 va permettre la surexpression
de SF-1 dans I’ébauche surrénalienne par rapport a 1’ébauche gonadique, notamment
grace a son cofacteur CBP/p300 Interacting Transactivator with ED-rich tail 2
(Cited2)®. Une fois la surexpression de SF-1 initi¢e, 1’expression de Wt-1 va
progressivement diminuer, tandis que 1’expression de SF-1 et de Cited2 se maintient.
L’expression de Gata4 va également diminuer dans 1’ébauche surrénalienne par
rapport a I’ébauche gonadique®. Par la suite, I’ébauche surrénalienne va exprimer de
facon spécifique le facteur de transcription « Fetal zone specific Sf1 enhancer »
(FadE) permettant notamment de maintenir 1’expression de SF-1 en 1’absence de
Wt-1%. Autour de la 7°™ semaine, une seconde vague de cellules mésothéliales va
entourer ce cortex primitif, formant ainsi le cortex définitif. Vers la fin de la
grossesse, apparait la zone transitionnelle, zone intermédiaire entre les deux zones
citees ci-dessus. A la naissance, le cortex feetal régresse tres rapidement dans les 2
premicres semaines de vie, de plus de la moitié de sa taille, jusqu’a sa disparition
totale entre 6 mois et 1 an. Le cortex définitif se différencie progressivement en 3
couches morphologiquement et fonctionnellement distinctes apres la naissance,

jusqu’a I’age d’environ 3 ans avec de I’extérieur vers ’intérieur :



o La zone glomérulée ou zona glomerulosa (ZG), qui sécréte les hormones
minéralocorticoides dont la principale est I’aldostérone. Elle représente
environ 10% de la masse du cortex surrénalien.

o La zone fasciculée ou zona fasciculata (ZF), qui sécrete les hormones
glucocorticoides, dont la principale est le cortisol. Elle représente environ
75% de la masse du cortex surrénalien.

o La zone réticulée ou zona reticularis (ZR), qui sécréte les androgenes tels
que le déhydroépiandrostérone (DHEA) et son dérivé sulfaté (SDHEA),
indispensable a la production de la testostérone et des cestrogénes
surrénaliens. Elle représente environ 15% de la masse du cortex surrénalien.
Toutefois, celle-ci ne sera fonctionnelle que vers 6-8 ans.

La medulla (ou médullosurrenale), qui est responsable de la sécrétion des
catécholamines telles que I’adrénaline et la noradrénaline. Elle se développe a partir
des cellules ectodermiques de la créte neurale, dont certaines vont se différencier en
cellules endocrines nommées cellules chromaffines, car elles sont colorées par les
sels de chrome en histologie. Ces cellules chromaffines sont dispersées dans
I’embryon, mais vers la 10°™ semaine de gestation, une partie d’entre elles vont se
regrouper, migrer et coloniser la partie centrale du cortex feetal pour devenir la future

medulla.

« J Capsule
. | Zone glomérulée

Zone fasciculée
> Cortico-surrénale

Zone réticulée

-

Médullo-surrénale

Figure 2 : Coupe histologique de la glande surrénale
Adapté de Monticone et al, Nature Reviews Endocrinology, 2012
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1.2 Mécanismes moléculaires de la zonation surrénalienne

Pendant des années, le mécanisme de zonation surrénalienne a été trés controversé, avec deux
modéles s’affrontant : le modéle de migration centripéte!® et le modéle de zonation par lignées
indépendantes!2. Dans le modeéle centripéte, des progéniteurs capsulaires et sous-capsulaires se
différencient pour devenir des cellules de la ZG, puis migrent vers le centre de la glande et se
différencient progressivement en cellules de la ZF. Dans le modéle de zonation, chaque zone
se développe indépendamment et est maintenue par des progéniteurs spécifiques de chaque
zone. Depuis les années 2010, la compréhension de la zonation surrénalienne a beaucoup
progressé et le modéle de migration centripéte est aujourd’hui le modeéle privilégié'®. Le pool
de progéniteurs surrénaliens sous-capsulaires permettant le renouvellement des cellules du
cortex est d’origine diverse : d’origine feetale ou adulte, exprimant ou non SF-1, exprimant ou
non Wt-18... Une partie de ces cellules et leur migration centripéte est sous le contrdle de Sonic
Hedgehog (Shh), via son action sur les cellules exprimant GLI-Kruppel family member 1
(Gli1)®. Le facteur de transcription SF-1 est le facteur clé permettant la différenciation des
progeéniteurs capsulaires et sous-capsulaires en cellules de la ZG puis leur migration centripéte
et la différenciation en cellules de la ZF, ainsi que la croissance et le maintien du cortex
surrénalien®®1®, Toutefois, il semble exister un mécanisme de maintien de la ZF indépendant de
I’expression de SF-1.

Le développement et le maintien de la zonation surrénalienne repose sur un antagonisme entre
la voie de signalisation Wnt/p-Caténine, responsable de I’identité glomérulée et la voie Protéine
Kinase A/Adénosine 3',5° MonoPhosphate cyclique (PKA/AMPc), responsable de 1’identité
fasciculée et réticulée!®2%. En effet, les cellules de la ZG sont positives au marquage B-
Caténine'®?®: la voie Wnt/p-Caténine contrdle la production d’aldostérone et stimule
I’expression de 1’aldostérone synthase CYP11B2®. De plus, il a été montré que Wnt4 et la R-
Spondine 3 étaient nécessaires a 1’homéostasie de la ZG* %, Les cellules de la ZF expriment le
récepteur de I’hormone adrénocorticotrophique (ACTH), qui induit une activation de la voie

PKA/AMPc dans la ZF?. La stimulation de la surrénale murine par ’ACTH diminue la



signalisation Wnt et induit une inhibition de la différenciation de la ZG?°. La signalisation PKA,
en synergie avec la sécrétion d’androgénes, est aussi responsable du développement de la ZR?'.
L’antagonisme entre les deux voies de signalisation obéit a une régulation trés fine : ainsi, un
modele murin de gain de fonction de B-Caténine au niveau surrénalien aboutit a une expansion
de la ZG tandis qu’un mode¢le de perte de fonction de Zinc And Ring Finger 3 (ZNRF3), un co-
répresseur de la voie Wnt/B-Caténine, aboutit de maniére inattendue a une expansion de la ZF??,
tout comme les modéles d’activation constitutive de PKA'®. ZNRF3 serait essentiel au maintien
de la zonation par son action sur un gradient de signalisation Wnt. Il a été montré plus
récemment que I’action de la B-Caténine dans la ZG était en fait lié a un blocage de la
différenciation des cellules de la ZG vers la ZF et non pas a une augmentation de la prolifération
des cellules de la ZG : ce blocage pourrait passer par 1’inhibition de la voie AMPc¢/PKA par la
phosphodiestérase A2 (PDE2A)%, la phosphodiestérase principale dans la ZF?®30, 1l a par
ailleurs €ét¢ montré récemment que 1’histone méthyltrasnferase Enhancer of Zeste Homolog 2
(EZH2) était cruciale dans 1’identité fasciculée, en régulant la signalisation PKA/AMPc,
notamment en inhibant les phosphodiestérases 1B, 3A et 7A dans la ZF, sans affecter la voie

Wnt%°,

2. Sécrétion hormonale
2.1 Sécrétion des hormones stéroidiennes®3!
Les hormones stéroidiennes constituent une large famille de molécules, secrétées
principalement par les glandes surrénales, mais aussi par les gonades, le cerveau ou le placenta.
Les hormones stéroidiennes (HS) sont divisées en sous-familles en fonction de leurs
caractéristiques biochimiques, mais surtout en fonction du récepteur sur lequel elles se lient
pour exercer leur action. Elles possedent toutes une structure moléculaire basée sur un noyau
cyclopentane-perhydrophenanthrene, qui est aussi présent dans la molécule de cholestérol,
précurseur commun dont dérivent toutes les HS. L’ensemble de la stéroidogenese est

récapitulée dans la Figure 3 et le contrble de leur sécrétion dans la Figure 4.
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Figure 4 : Principaux acteurs contrélant la stéroidogenése
L’épaisseur de la ligne indique I’intensité du controle

2.1.1 Les protéines et enzymes impliquées dans la stéroidogenése

- La protéine StAR : au sein des cellules productrices d’HS, le cholestérol d’abord est
acheminé dans la membrane externe de la mitochondrie puis passe dans la membrane interne
de la mitochondrie grace a la protéine Steroidogenic Acute Regulatory (StAR). Cette protéine,
dont le mécanisme d’action est encore imparfaitement compris, est fondamentale dans la
stéroidogenese. Bien qu’il semble exister une possibilité de stéroidogenese indépendante de
StAR, on considére généralement que StAR est limitante pour la synthese des HS, notamment
dans le cadre de leur production «aigie ». En effet, contrairement a d’autres glandes
endocrines, les glandes surrénales ne possédent pas de réserve hormonale. En cas de « stress

physiologique » nécessitant une plus grande quantité d’HS, il est alors indispensable pour le
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corps d’étre capable d’en produire rapidement, cette adaptation étant dépendante de StAR.
Ainsi, toute anomalie dans le transport du cholestérol, de sa production a son acheminement
dans la membrane interne de la mitochondrie, est responsable de pathologies associées a une
insuffisance surrénalienne primitive.

- Les cytochromes P450 : il s’agit d’un terme générique désignant une famille de 57 enzymes
spécialisées dans I’oxydation. Ces enzymes comportent 500 acides aminés (AA) et possedent
un groupement « héme » unique, qui leur permet d’activer 1’oxygéne et de catalyser une
hydroxylation des stéroides a partir des électrons présents dans la forme réduite de la
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP, forme réduite : NADPH). Leur nom de
P450 provient de leur capacité a absorber la lumiére a une longueur d’onde de 450nm dans leur
forme réduite. Les génes codant ces enzymes sont les genes CYP. On distingue deux formes de
cytochromes en fonction de leur localisation et des cofacteurs permettant le transfert d’électrons
du NADPH vers le cytochrome P450 : les cytochromes P450 de type 1 sont localisés dans la
mitochondrie et ont pour cofacteurs la ferredoxine (aussi appelée adrenodoxine,
FDX1/ADX) ou la ferredoxine-reductase (FDXR/ADXR) ; les cytochromes P450 de type 2
sont localisés dans le réticulum endoplasmique et ont pour cofacteur la P450-oxidoreductase
(POR). Six cytochromes P450 sont impliqués dans la stéroidogenése (Tableau 1). Dans le cadre
de la stéroidogenese, les réactions d’oxydation catalysées par les cytochromes P450 sont a sens
unique et irréversibles, et chaque cytochrome catalyse une réaction unique qui lui est propre.

- Les hydroxystéroides déshydrogénases (HSDs) : ces enzymes sont également spécialisees
dans I’oxydo-réduction, mais n’ont pas de groupement « héme » et utilisent soit le nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD) ou le NADP pour effectuer leur réaction d’oxydoréduction. Les
HSD peuvent étre classées selon leur fonctionnalité et/ou leur structure. Au niveau fonctionnel,
bien qu’elles soient en théorie capables d’effectuer des réactions d’oxydation ou de réduction,

en pratique, les HSDs ont souvent une action préférentielle.



Ainsi, on distingue les déshydrogénases, qui utilisent la forme oxydée du NAD (NAD™) pour
oxyder les stéroides ; et les réductases, qui utilisent le NADPH pour réduire les stéroides. Au
niveau structurel, les HSDs sont classées soit en « short-chain dehydrogenase/reductase »
(SDR), soit en «aldo-keto reductase » (AKR). Les principales HSDs impliquées dans la

stéroidogenése sont listées dans le Tableau 2.

Cytochrome Type Roéle

Coupe la chaine latérale du cholestérol dans la membrane
Type 1 interne de la mitochondrie : convertit le cholestérol en
prégnénolone.

P450 side-chain cleavage (scc) =
CYP11A1l = cholesterol desmolase

- Convertit le 11-Déoxycortisol en cortisol
Type 1 - Convertit la déoxycorticostérone (DOC) en corticostérone
- Peut convertir la corticostérone en 180H-corticostérone

P45011p=CYP11BI1 = 11p-
hydroxylase

- Convertit la DOC en corticostérone
Type 1 - Convertit la corticostérone en 180H-corticostérone
- Convertit la 180OH-corticostérone en aldostérone

P450c11AS = CYP11B2 =
aldostérone synthase

- Convertit la prégnénolone en 17hydroxy(OH)-
prégnénolone (activité 17a-hydroxylase)

- Convertit la progestérone en 170H-progestérone (activité
P450c17 = CYP17Al = 17a- 17a-hydroxylase)

hydroxylase/17,20-lyase Type 2 - Convertit la 170H-prégnénolone en DHEA (activité
17,20-lyase)
- Convertit la 170H-progestérone en A4-androsténédione
(activité 17,20-lyase)
P450c21 = CYP21A2 =21l0- Type 2 - Convertit la progestérone en DOC

hydroxylase - Convertit la 170H-progestérone en 11-déoxycortisol

- Convertit la A4-androsténédione en cestrone

P450aro = CYP19A1 = aromatase Type 2 - Convertit la testostérone en cestradiol

Tableau 1 : Liste des cytochromes P450 impliqués dans la stéroidogenése

HSD Type Role

- Convertit la prégnénolone en progestérone
3pHSD2 = HSD3B2 = 3p- - Convertit la 170H-prégnénolone en 17-OH
hydroxystéroide Dehydgngsnase / progestérone
déshydrogenase type 2 - Convertit la DHEA en A4-androsténédione
- Convertit I’androsténédiol en testostérone

11BHSDI1 = HSD11B1 = 11§- Réductase (+++) | - Convertit la corticostérone en cortisol
hydroxystéroide et déshydrogénase | - Peut aussi convertir le cortisol en corticostérone,
déshydrogenase type 1 (+) / SDR mais cette action déshydrogénase est trés marginale

11BHSD2 = HSD11B2 = 11p-

hydroxystéroide Déshydrogenase /| _ Convertit le cortisol en corticostérone
. SDR
déshydrogenase type 2
17BHSD1 = HSD17B1 = 17p-
hydroxystéroide Réductase / SDR | - Convertit I’cestrone en cestradiol

déshydrogenase type 1

17BHSD5 = HSD17B5 = 17- . . ,
hydroxystéroide - Convertit la Ad-androsténédione en testostérone

déshydrogenase type 5 = Réductase / AKR | (action majoritaire dans la surrénale, mais minoritaire
AKR1C3 par rapport a la 17BHSD3 testiculaire)

Tableau 2 : Liste des HSDs impliquées dans la stéroidogenése surrénalienne
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2.1.2 Etapes communes de la stéroidogenése

Le cholestérol nécessaire a la synthése des stéroides est apporté par 1’alimentation, la
biosynthese hépatique/intestinale et la synthése de novo par la cellule au sein du réticulum
endoplasmique (RE). Le cholestérol est une molécule hydrophobe, elle est donc transportée
dans la circulation sanguine sous forme estérifiée par des lipoprotéines, les Low Density
Lipoproteins (LDLS) et les High Density Lipoproteins (HDLs)*2. Toutefois, il est important de
noter que chez I’Homme, contrairement au rongeur, les LDLS sont la principale source d’apport
de cholestérol aux cellules. Cependant, la contribution des HDLs, longtemps sous-estimée, est
aujourd’hui considérée comme non-négligeable®. Les HDLs seraient plutdt chargés du
retour du cholestérol des cellules vers le foie,

Les LDLs vont délivrer le cholestérol a la cellule en se liant a leur récepteur LDL (LDL-R).
Celui-ci est alors internalisé, libéré du cholestérol et recyclé a la membrane®. Les HDLs
délivrent le cholestérol a la cellule en se liant a leur récepteur Scavenger Receptor class B type
1 (SR-B1), qui n’est pas internalisé*®. De facon intéressante, 1’expression de LDL-R dans la
surrénale est controlée par I’ACTH®’ tandis que I’expression de SR-B1 est contrdlée a la fois
par I’ Angiotensine II (AngII) et I’ ACTH33°,

La synthése de novo de cholestérol au sein de la cellule, a partir d’Acétyl CoA, est réalisée
grace a ’HMG-CoA synthase et ’THMG-CoA reductase : elle permet de répondre a une
demande aigue et accrue en stéroides®.

Une fois dans le cytoplasme, le cholestérol est désestérifie, et est transporté au niveau de la
membrane externe de la mitochondrie par la protéine Sterol Carrier Protein 2 (SCP2)*. Le
transport de la membrane externe a la membrane interne de la mitochondrie se fait par la
protéine StAR* : cette étape est fondamentale. En effet, les souris KO pour StAR meurent peu
aprés la naissance d’une insuffisance surrénalienne®’. Le maintien en vie de ces souris par
supplémentation en hormones corticostéroides conduit a une accumulation de lipides dans les
tissus stéroidogenes, montrant I’importance de StAR dans la régulation du transfert intra-

mitochondrial de cholestérol*4. La protéine de translocation du cholestérol (TSPO) a pendant



longtemps été¢ décrite comme une deuxiéme protéine de régulation de I’entrée de cholestérol
dans la mitochondrie, mais son role est aujourd’hui remis en question®.

La premiere étape de la stéroidogenese débute avec la conversion de cholestérol en
prégnénolone au sein de la mitochondrie par la P450scc. L’expression de la P450scc est une
condition sine qua none pour que la cellule soit qualifiée de stéroidogene. La prégnénolone sera
ensuite soit convertie en 17-hydroxy(OH)-prégnénolone par la 17a-hydroxylase, soit en
progestérone par la 3HSD2.

2.1.3 Synthése des minéralocorticoides*6*’

La synthese des minéralocorticoides (MC) a lieu dans la ZG de la glande surrénale. Cette zone
exprime le récepteur a I’angiotensine de type I (ATI), CYP11B2 et n’exprime pas CYP17A1%.
La synthése des MC débute par la conversion de la prégnénolone en progestérone par la
3BHSD2. La progestérone est ensuite hydroxylée par CYP21A2, produisant ainsi la
déoxycorticostérone (DOC), ayant déja une action minéralocorticoide. La DOC est ensuite
convertie en aldostérone via 3 étapes successives, toutes catalysées par CYP11B2. D’abord,
CYP11B2 effectue la 11pB-hydroxylation de la DOC, ce qui aboutit a la production de
corticostérone.  Ensuite, CYP11B2 va hydroxyler la corticostérone en 18-
hydroxycorticostérone. Enfin, la 18-hydroxycorticostérone est convertie en aldostérone, le
principal minéralocorticoide, qui agira en périphérie via son récepteur, le récepteur aux
minéralocorticoides (MR) (Figure 3).

La synthése des MC est régulée principalement par le systéme rénine-angiotensine
(SRA)* (Figure 4) : en cas d’hypotension artérielle ou d’hypovolémie, le rein va augmenter sa
production de rénine. Cette derniere va cliver 1’angiotensinogéne, produit par le foie, en
angiotensine 1. L’angiotensine I est biologiquement inactive, jusqu’a sa conversion en
angiotensine 1l (Ang Il) par I’enzyme de conversion de 1’angiotensine, présente notamment au
niveau des poumons. L’Angll va alors permettre de restaurer un débit sanguin normal en
provoquant une vasoconstriction vasculaire quasi-immédiate, mais aussi en stimulant la

production surrénalienne d’aldostérone via les récepteurs AT1 présents au sein de la ZG, via
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un mécanisme calcium-dépendant*®. La liaison de I’AnglI & son récepteur va provoquer une
activation de la phospholipase C, stimulant la production d’inositol triphosphate, permettant
ainsi le relargage du pool de calcium intracellulaire, notamment via le RE*°. Cette augmentation
de calcium va activer la calmoduline, qui va a son tour entrainer 1’activation de protéines
kinases (les Calmodulin Dependant Kinases, CaMK). Les CaMK vont a leur tour phosphoryler
des protéines cibles, notamment StAR®>2 mais aussi le récepteur nucléaire NURR-1, un des
régulateurs de la transcription de CYP11B2%,

La stimulation par I’ AnglI et la mobilisation du pool intracellulaire de calcium va entrainer un
mécanisme de compensation d’efflux de calcium. Cet efflux de calcium va déclencher un
nouvel influx de calcium, cette fois d’origine extracellulaire par des canaux voltage-dépendants,
qui va d’une part maintenir 1’activation des CaMK et d’autre part activer la voie PKC via la
production de diacylglycérol : la PKC activée va alors entrainer la phosphorylation de protéines
d’aval qui permettent de maintenir la réponse cellulaire a 1’ AngIT®C.

Par ailleurs, la production d’aldostérone est également contrélée dans une moindre mesure par
la concentration extracellulaire de potassium via la régulation de I’entrée de calcium par des
canaux calciques voltage-dépendants*®®! et donc via la régulation de la production
d’aldostérone en lien avec la voie calcium/calmoduline. Enfin, la production d’aldostérone est
en partie régulée par 1’axe hypothalamo-hypophysaire via I’ACTH (Figure 4), qui a selon les
circonstances, tantét un effet activateur, tantdt un effet inhibiteur de la production

d’aldostérone®* >,

2.1.4 Synthése des glucocorticoides®®

La synthése des glucocorticoides (GC) a lieu dans la ZF de la glande surrénale, qui exprime
CYP21A2, CYP17A1 et CYP11B1 mais pas CYP11B23%. A noter que I’activité de CYP17A1
dans la ZF est principalement dédiée a la 17a-hydroxylation, son activité de 17,20 lyase étant
tres faible : ainsi, la ZF est destinée a produire des GC mais peu d’androgénes. Le cortisol est

produit par deux circuits paralléles (Figure 3). Dans le premier cas, la prégnénolone subit une



17a-hydroxylation par CYP17A1, qui la convertit en 17-hydroxyprégnénolone. Cette derniére
est ensuite convertie en 170H-progestérone par la 3HSD2. Dans le second cas, la progestérone
est produite a partir de la prégnénolone grace a la 3BHSD2. La progestérone est ensuite 17a-
hydroxylée par CYP17Al en 170H-progestérone. Puis, dans les deux cas, la 170H-
progestérone est convertie en 11-déoxycortisol (aussi appelé composé S) par CYP21A2, qui
sera lui-méme transformé en cortisol grace a CYP11B1°. De maniére plus marginale, la
progestérone peut étre convertie en DOC par CYP21A2, celle-ci étant ensuite transformée en
corticostérone par CYP11B1.

La sécrétion de cortisol par la ZF est controlée par I’axe hypothalamo-hypophysaire®, avec un
rétrocontrole permanent du niveau de GC circulant sur cet axe®*® (Figure 4). Au niveau
hypothalamique, la production de Corticotropin-releasing hormone (CRH) va stimuler la
production de pro-opiomélanocortine (POMC), qui sera clivée en ACTH et B-lipotropine par la
prohormone convertase 1. L’ACTH est ensuite relarguée dans la circulation par exocytose et
va se lier au récepteur de sous-type 2 de la mélanocortine (MC2R), un récepteur de la famille
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Cette interaction va augmenter les niveaux
intracellulaires d’adenosine 3',5'monophosphate cyclique (AMPc), qui vont alors se fixer sur
les 2 sous-unités régulatrices de la protéine kinase A (PKA), libérant ainsi ses 2 sous-unités
catalytiques®®. Ces derniéres vont alors phosphoryler le facteur de transcription cCAMP response
element binding protein (CREB). Ce processus résulte en I’augmentation de I’entrée de
cholestérol dans la cellule et la transcription de P450scc, CYP17A1, CYP21A2 et CYP11B1%,
L’ensemble aboutit a une augmentation de la sécrétion de cortisol. L’ AMPc peut étre hydrolysé
en AMP non actif par les phosphodiestérases : la baisse des concentrations d’AMPc provoque
la reformation de la PKA sous forme tétramérique inactive et limite donc la synthese de cortisol.
En périphérie, le cortisol exerce son action via le récepteur aux GC (GR). Mais il est aussi
capable de stimuler le récepteur aux MC (MR), avec une affinité beaucoup plus importante que
I’aldostérone : on parle de I’effet minéralocorticoide du cortisol, le MR ayant par ailleurs une

affinité plus grande pour le cortisol que le GR. Afin d’éviter la stimulation continue du MR par
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le cortisol, les tissus périphériques possedent la 113-hydroxystéroide déshydrogenase de type 2
(11BHSD2), qui va convertir le cortisol en corticostérone, non reconnue par le MR%2% : |a
sélectivité du récepteur MR est donc médiée par cette enzyme « protectrice »%. Enfin, au niveau
cérébral et hypophysaire, les GC stimulent a la fois le MR et le GR®. La stimulation du MR au
niveau cérébral par les GC permet notamment la régulation du rythme circadien.

2.1.5 Synthése des androgénes surrénaliens®® 58

La synthése des androgénes surrénaliens se fait dans la zone réticulée. Cette zone exprime le
MC2R et CYP17A1 mais trés peu CYP11B1 et CYP21A23L. Ainsi, elle produit peu de GC et
sa fonction est tournée vers la synthése de DHEA. Une fois la prégnénolone convertie en 170H-
prégnenolone par CYP17A1, une seconde 17a-hydroxylation par CYP17A1 permet de produire
de la DHEA & partir de la 170H-progesterone nouvellement formée®. La sulfotransferase
SULT2A1 permettra ensuite la production de SDHEA par sulfonation de la DHEA.

Cette zone exprime également modérément 3BHSD2 : au fur et @ mesure que la DHEA
s’accumule, une petite partie est convertie en A4-androsténédione. Cette derniere est ensuite
convertie en testostérone par la 17BHSD, mais la quantité de testostérone produite au niveau
surrénalien reste faible®. Il est a noter que la 17BHSD posséde plusieurs isoformes, notamment
la 17BHSD3 et 5. La 17BHSD3 a un role majeur dans la conversion de A4-androsténédione en
testostérone alors que I’activité de la 17BHSDS5 est beaucoup plus modérée. Toutefois, il
semblerait que la 17BHSDS5 soit beaucoup plus exprimée au niveau surrénalien que la
17BHSD3, qui est, elle, plutot exprimée au niveau testiculaire. La synthése de testostérone
surrénalienne reléverait donc plus probablement de I’action de la 17BHSDS.

Si CYP17A1 catalyse la 17a-hydroxylation de la prégnénolone et de la progestérone avec une
efficacité identique, elle produit en revanche 50 fois plus de DHEA a partir de la 170H-
prégnénolone que de A4-androsténédione a partir de la 170OH-progestérone. La production de
A4-androsténédione par ce biais est donc également assez faible.

Les androgenes exercent leur action via le récepteur aux androgénes (AR). Les androgenes

surrénaliens (exceptée la testostérone) sont considérés comme des androgenes « faibles » car



ils ont une affinité peu importante voire nulle pour I’ AR®"?, mais peuvent étre métabolisés en
androgénes plus puissants tels que testostérone et dihydrotestostérone dans d’autres organes’>.
Chez I’homme, le testicule est le principal producteur d’androgénes, notamment de testostérone
et dihydrotestostérone, tandis que chez la femme, la sécrétion est assurée en partie par les
glandes surrénales, mais surtout, avant la ménopause, par les ovaires avec une métabolisation
in situ en cestrogenes. Toutefois, la sécrétion androgénique surrénalienne est d’importance
particuliere pendant la période foetale, ou la DHEA produite par le cortex primitif, qui comporte
une large partie similaire a la ZR, va permettre de contribuer au pool androgénique feetal. Ces
androgenes sont convertis en cestrogénes par ’aromatase placentaire, prévenant ainsi la
virilisation des feetus féminin et de la femme enceinte’®. Si & la naissance, la synthése de GC et
MC est immédiate, la synthése des androgenes est tres faible : en effet, la ZR involue largement
a la naissance et sécréte principalement de la DHEA et de la A4-androsténédione™. Elle se
développera de nouveau vers 6 a 8 ans, lors de I’adrénarche’?, ol elle secrétera des androgénes
surrénaliens de facon plus importante, du fait de I’augmentation de 1’activité 17,20 lyase de
CYP17AL. Cette adrénarche débute en moyenne 2 ans avant I’activation de 1’axe gonadotrope
responsable de la puberté proprement dite. S’il est clair que I’adrénarche est indépendante de la
puberté centrale, les mécanismes qui la régulent et permettent son initiation sont imparfaitement
compris’*’®, On sait néanmoins que le tropisme de cette zone est notamment régulé par
I’ACTH’® (Figure 4). La leptine pourrait également jouer un role en stimulant 1’activité 17,20
lyase de CYP17AL1, via une phosphorylation de cette derniére’’. Une autre hypothése est 1’auto-
régulation par le cortisol intra-surrénalien : 1’augmentation du cortisol pendant 1’enfance
pourrait inhiber la 3BHSD?2 et ainsi augmenter la sécrétion de DHEA, contribuant a I’initiation
de I’adrénarche’®.

2.1.6 Régulation de I’expression des génes de la stéroidogenése

L’expression des génes de la stéroidogenése est principalement controlée par ’ACTH'*8! et

1’ AnglI®2,
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L’ACTH active les enzymes et les facteurs de transcription de la stéroidogenese a toutes les
étapes (détaillé dans une revue relativement récente par Ruggiero et al’®). Au niveau de la
synthése du cholestérol, elle accroit le pool de cholestérol libre en inhibant 1’ AcylCoenzymeA -
cholesterol acyltransferase. L’ ACTH induit la phosphorylation/expression de plusieurs facteurs
de transcription dont I'action concertée et l'interaction avec différents éléments cis-régulateurs
stimulent I'expression de la protéine StAR et des enzymes de la stéroidogenése.

Ainsi, la stimulation par I’ACTH induit une réponse « aigle » consistant en la transcription de
StAR dans les minutes suivant la stimulation par les facteurs de transcription de réponse a
1I’AMPc de la famille CREB (CREB ou cAMP-Response Element Binding protein, CREM ou
CAMP Responsive Element Modulator, ATF ou Activating Transcription Factor). La réponse a
une stimulation chronique (de I’ordre de plusieurs jours) se traduit par une augmentation de
I’expression des enzymes CYP11Al, CYP11B1, CYPI11B2, 3BHSD, du MC2R, via
I’augmentation du facteur de transcription SF-1, régulateur clé du développement des
surrénales et des gonades, et de I'expression des genes spécifiques des tissus steroidogenes. SF-
1 est impliqué dans 1’expression basale et induite des CYP11Al, CYP11B1, CYP17, 3BHSD2,
StAR, MC2R dans la ZF”® et de CYP11B2 dans la ZG®. Il agit également en amont en
modulant I’expression de SR-B1, SCP2 et ’'HMGCoA-synthase. D’autres facteurs de
transcription telles que les protéines de liaison CCAT/Enhancer-Binding Proteins (C/EBPs) et
les familles de facteurs de transcription AP-1 et Sp1/Sp3 participent également a la régulation
de I’expression des génes de la stéroidogenése en réponse a I’ACTH'.

L’Angll promeut la transcription de genes cibles tels que StAR, la 3HSD, CYP11B2 sans
affecter I’expression de CYP11B1, notamment via I’augmentation de 1’expression de facteurs
de transcription comme Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 2 (NR4A2 ou NURR1)
ou Early Growth Response 2 (EGR2)®. Elle induit également le recrutement de certains
facteurs de transcription communs avec I’ACTH comme CREB et ATF1. Selon le contexte,

elle peut également augmenter ou diminuer I’expression de son récepteur AT1.



2.2 Sécrétion des catécholamines®:8
Les catécholamines sont des hormones dites « sympathomimétiques », représentées par la
dopamine, 1’adrénaline et la noradrénaline. Au niveau surrénalien, les deux principales
catécholamines sécrétées sont 1’adrénaline et la noradrénaline, produites par la médulla a partir
de la L-tyrosine (Figure 5). Cet acide aminé est apporté de maniére exogéne par la nourriture
ou synthétisé de facon endogéne par le foie a partir de Phénylalanine. La L-tyrosine est ensuite
transformée en dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) par la tyrosine hydroxylase. La L-DOPA
est ensuite décarboxylée en dopamine. Cette derniére est ensuite convertie en noradrénaline,
qui est produite directement au sein des granules des cellules chromaffines. Une petite partie
de cette noradrénaline diffuse de ces granules vers le cytoplasme. Elle peut alors étre recapturée
au sein des granules ou étre transformée en adrénaline dans le cytoplasme, par la
phenylethanolamine N-methyltransferase, dont 1’expression est contrdlée par le niveau de GC.
La production d’adrénaline dépend donc entiérement de cette « fuite » de noradrénaline. La
sécrétion des catécholamines est principalement sous le contrdle des fibres nerveuses
cholinergiques : 1’acétylcholine sécrétée par ces nerfs va se fixer sur les récepteurs
nicotinergiques des cellules chromaffines, modifiant la permeéabilité de la membrane des
cellules au calcium. L’afflux intracellulaire de calcium permettrait ensuite le relargage de

I’adrénaline par exocytose.
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Figure 5 : Schéma de la synthése des catécholamines
Adapté de Schulz et al, Frontiers of Hormone Research, 2004

En conclusion, la glande surrénale est une glande paire produisant des hormones stéroides
et des catécholamines. La régulation de sa zonation est complexe et dépend notamment
d’un antagonisme trés fin entre les voies de signalisation Wnt/p-Caténine (identité
glomérulée) et PKA/AMPCc (identité fasciculée et réticulée). Cet antagonisme pourrait
faire intervenir PDE2A en tant qu’inhibiteur de la voie PKA/AMPc au sein de la ZG. La
régulation de la zonation fait intervenir de nombreux facteurs de transcription, qui
régulent également finement la stéroidogenese par les différentes zones du cortex

surrénalien.



La glande surrénale peut étre le siege de tumeurs, bénignes ou malignes. Du fait de son caractére
endocrinien, ces tumeurs peuvent étre fonctionnelles (ou sécrétantes, c’est-a-dire qu’elles
sécretent des hormones) ou non. Les tumeurs surrénaliennes regroupent des entités treés variées,
résumeées dans le tableau 3. Leur prévalence autopsique est estimée autour de 1 a 2% (0.34-
8.7%)%. Les récents progrés de 1’imagerie et la réalisation croissante de scanners abdominaux
ont augmenté la découverte fortuite de tumeurs surrénaliennes sur un examen realisé
initialement pour une autre pathologie : ces tumeurs de decouverte fortuite sont qualifiées
d’incidentalomes. La prévalence d’incidentalome surrénalien découvert a 1’imagerie est
également estimée a 1% (0.7 & 8.7%)%', mais est en fait variable selon I’Age : ainsi, a I’Age de
50 ans, la prévalence radiologique des incidentalomes surrénaliens est de 1’ordre de 3%, mais

de presque 10% chez les sujets 4gés®.

Tumeurs médullosurrénaliennes Tumeurs corticosurrénaliennes
Bénignes Malignes Bénignes Malignes
- Phéochromocytome - Phéochromocytome - Adénome - Carcinome cortico-
- Ganglioneurome - Neuroblastome * Non fonctionnel surrénalien (CCS)
- Ganglioneuroblastome * produisant de - Métastase d’un autre

1’aldostérone (de Conn) primitif
* produisant du
cortisol
* produisant des
androgenes
* avec sécrétion
hormonale mixte
- Hyperplasie
- Kyste
- Myélolipome

Tableau 3 : Principales tumeurs surrénaliennes

1. Tumeurs de la médullosurrénale
Comme développé dans la premiére partie de la these, la médullosurrénale est composée des
cellules issues des crétes neurales, dont certaines vont se différencier en cellules endocrines

chromaffines. Les tumeurs de cette zone neuro-endocrine peuvent se développer au dépend des
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cellules endocrines chromaffines (phéochromocytome) ou des cellules nerveuses

(neuroblastome, ganglioneurome, ganglioneuroblastome).

1.1 Phéochromocytome (PCC)2%-°1
Les PCC ont une incidence de 1’ordre de 2-8/million de personne/an, avec un pic entre 40 et 60
ans, touchant les hommes et les femmes de maniére égale. Les circonstances diagnostiques des
PCC sont variables : un syndrome clinique d’excés de catécholamines, ou lors de 1’évaluation
d’un incidentalome surrénalien ou encore dans le cadre d’un dépistage familial. Environ 40%
des patients présentent un syndrome clinique franc associant hypertension et épisodes
paroxystiques de tachycardie, céphalées et sueurs (ces symptdmes formant la « Triade de
Ménard »). On estime qu’environ 10% a 15% des PCC sont malins. La majorité¢ des PCC sont
sporadiques, mais 10 a 20% peuvent survenir dans le cas de maladies génetiques, les 4 plus
communes étant la néoplasie endocrinienne multiple de type 2 (NEM2), la maladie de Von
Hippel Lindau (VHL), la neurofibromatose de type 1 (NF1) et les mutations de la succinate
déshydrogénase B (SDHB). Le diagnostic repose sur le dosage des catécholamines urinaires /
plasmatiques, qui sont élevées dans 75% des cas. L imagerie confirme la présence d’une tumeur
surrénalienne (tomodensitométrie (TDM), imagerie par résonnance magnétique (IRM)) et aide
au diagnostic fonctionnel (scintigraphie au MIBG, tomographie par émission de position (TEP)
au 18-fluorodeoxyglucose (FDG) ou a la 18-fluorodopamine (18-FDOPA)). Le traitement
repose sur 1’exérese chirurgicale apres préparation du patient pour éviter une crise adrénergique

par relargage de catécholamines lors de 1’opération.

1.2 Neuroblastome®
Le neuroblastome est une tumeur quasi-exclusivement pédiatrique, la majorité des cas étant
diagnostiquée avant 5 ans. Il s’agit du cancer pédiatrique le plus fréquent, avec une survie
globale inférieure a 40%. La présentation la plus fréquente est une masse abdominale non

douloureuse. Le traitement repose principalement sur une exérese chirurgicale, qui doit souvent



étre complétée en fonction du niveau de risque par une chimiothérapie, une MIBG-thérapie ou

des thérapies ciblées.

2. Tumeurs bénignes de la corticosurrénale : hyperplasies, pathologies
nodulaires et adénomes

Les avancées dans la compréhension de la tumorigenése surrénalienne au niveau
physiopathologique et moléculaire ont amené récemment a une grande refonte de la
classification des tumeurs surrénaliennes par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)%.
Cette nouvelle classification 2022 colle au plus pres avec le type histo-pathologique de

prolifération au sein du cortex surrénalien et distingue désormais les hyperplasies, les maladies

nodulaires, les adénomes et les carcinomes®,

2.1 Hyperplasies
Auparavant, les hyperplasies regroupaient un spectre large de pathologies allant de
I’hyperplasie au sens propre a I’organisation des cellules en nodules, notamment :
e [’hyperplasie primaire macronodulaire bilatérale des surrénales (HPMBS, de I’anglais
« primary macronodular bilateral adrenal hyperplasia » ou PMBAH),
e I’hyperplasie micronodulaire bilatérale des surrénales (HMiBS, de [’anglais
« micronodular bilateral adrenal hyperplasia ou MiBAH),
e [’hyperplasie congénitale des surrénales (HCS),
e [I’hyperplasie secondaire a une sécrétion d’ACTH%,
e [’hyperplasie bilatérale des surrenales (dans le cas des hyperaldostéronismes
primaires)...
La nouvelle classification de ’OMS ne valide plus le terme d’« hyperplasie nodulaire » pour
les nodules corticaux non fonctionnels, du fait de la nature clonale de la prolifération cellulaire

qui sous-tend leur formation. Ainsi ces nodules, auparavant regroupés au sein des hyperplasies,
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sont désormais désignés sous le terme de « maladie corticosurrénalienne nodulaire
sporadique ».

Pour les mémes raisons, les termes historiques d’« hyperplasie bilatérale macronodulaire /
micronodulaire des surrénales » sont désignées par le terme « maladie micro ou macronodulaire
du cortex surrénalien » et classifiées au sein des tumeurs bénignes. Enfin, les hyperplasies
bilatérales des surrénales, dans le cadre du diagnostic d’hyperaldostéronisme, ont été séparées
en plusieurs entités selon la classification HISTALDO.

Ainsi, dans la nouvelle classification de I’OMS 2022, le terme d’hyperplasie n’est associé qu’a
I’HCS et I’hyperplasie surrénalienne « diffuse ».

- L’HCS est une pathologie de transmission récessive caractérisée par un dysfonctionnement
d’une enzyme de la stéroidogenése®. On dénombre 7 types d’HCS en fonction de 1’enzyme ou
du co-facteur enzymatique dysfonctionnel : P450scc, StAR, CYP21A2 (sous-type le plus
fréquent), CYP11A1, CYP11B1, 3BHSD2 et POR. Le déficit en glucocorticoides induit une
¢lévation chronique de I’ACTH, qui va en retour stimuler la croissance du cortex surrénalien,
produisant ainsi une hyperplasie.

- L’hyperplasie surrénalienne diffuse est en lien avec une stimulation du cortex de la glande par
une sécrétion inappropriée d’ACTH, qu’elle soit d’origine hypophysaire, en lien avec une
tumeur hypothalamique ou en lien avec une sécrétion ectopique d’ACTH®.

- Enfin, trés rarement, on peut décrire une hyperplasie diffuse de la ZG, sans nodule, produisant

de I’aldostérone, caractérisée par un marquage CYP11B2 d’au moins 50% des cellules.

2.2 Pathologies nodulaires
Avec la nouvelle classification OMS 2022, ’HPBMS et ’HMiBS font donc partie de la
nouvelle catégorie des pathologies nodulaires de la surrénale. Ceci est notamment en lien avec

la présence d’altérations génétiques impliquées dans la formation de ces tumeurs (Tableau

4)95,96.



Le groupe des pathologies nodulaires est ainsi divisé en :

e pathologie corticosurrénalienne nodulaire sporadique (PCSNS),

e pathologie corticosurrénalienne macronodulaire bilatérale (PCSMaB,

I’ancienne HPBMS) (Figure 6).

e pathologie corticosurrénalienne micronodulaire bilatérale (PCSMiB,

I’ancienne HMiBS). La PCSMIiB est elle-méme sous-divisée en :

o

o et en « Maladie micronodulaire corticosurrénalienne isolée » (MMCSI, de

« Maladie nodulaire corticosurrénalienne pigmentée » (MNCSP, de I’anglais

« primary pigmented nodular adrenocortical disease » ou PPNAD)

I’anglais « isolated micronodular adrenocortical disease » ou i-MAD).

PCSMiB

PCSMaB MNCSP MMCS-i
ARMC5 PRKAR1A PDE11A
KDM1A CNC2 locus PDESB
MEN1 2pl6 PRKACA
APC CTNNB1
FH
GNAS1

Tableau 4 : Altérations génétiques dans les pathologies corticosurrénaliennes macro
et micronodulaires bilatérales responsables d’une sécrétion de cortisol

Au plan clinique, brievement :

- La PCSMaB est une pathologie en général sporadique, apparaissant autour de 50 ans,
caractérisée par des nodules de plus de 1 cm, dans les deux glandes surrénales. Certaines formes
pédiatriques sont associées au syndrome de McCune-Albright. Les patients peuvent présenter
un hypercorticisme clinique (syndrome de Cushing) mais ont plus souvent une sécrétion
infraclinique de cortisol. De maniére plus rare, la PCSMaB peut étre associée a une sécrétion
hormonale mixte, avec aldostérone ou androgénes. Au niveau génétique, les PCSMaB
sporadiques ou familiales présentent une mutation de ARMCS5 dans 25 & 55% des cas®”%, de

GNAS1% ou de sous-types variés des récepteurs couplés aux protéines G*. Les formes

syndromiques sont en lien avec des mutations de MEN1, APC ou de FH.
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- La MNCSP est la forme la plus commune de PCSMiB, caractérisée par des surrénales
envahies par de multiples micronodules de taille inférieure a 1 cm, pigmentés par de la
lipofuscine et avec une atrophie internodulaire a 1’examen histologique. Elle se manifeste en
général avant 3 ans, mais est en fait souvent diagnostiquée chez le jeune adulte. Comme la
PCSMaB, elle peut se manifester par un syndrome de Cushing clinique ou infraclinique. La
MNCSP peut étre sporadique, familiale, mais est dans 60% des cas en lien avec un complexe
de Carney. Le complexe de Carney est un syndrome de transmission autosomique dominant
associant une pigmentation tachetée de la peau (lentigines ou neavi bleus), des myxomes et des
troubles endocriniens divers (acromégalie, tumeurs thyroidiennes, tumeurs testiculaires...),
dans 80% des cas, di a une mutation de PRKAR1A.

- La MMCSi a des caractéristiques cliniques et morphologiques identiques a la MNCSP mais
présente des micronodules non pigmentés et ne présente pas d’atrophie inter-nodulaire. Cette

pathologie est en réalité tres rare.



Pathologies cortico-
surrénaliennes nodulaires

Pathologie cortico-

Pathologie cortico-

Pathologie nodulaire surrénalienne =

. : : surrénalienne

sporadique micronodulaire . e
S macronodulaire bilatérale
bilatérale

- Nodules non-fonctionnels - Présence d'un syndrome de - Présence d'un syndrome de
- Unique ou multiple Cushing infraclinique ++ ou Cushing infraclinique ++ ou
- Taille < 1 cm clinique clinique
- Unilatéral +++ mais peut - Nodules multiples < 1 cm - Nodules multiples > 1 cm
étre bilatéral - Bilatéraux - Bilatéraux
- Peut survenir a tout dge - Survient a I'age pédiatrique + - Survient a 'dge adulte
- Morphologiquement + ou découvert chez le jeune
similaire aux adénomes non- adulte < 30 ans

fonctionnels < 1 cm

! !

Maladie nodulaire cortico
surrénalienne pigmentée
(associée ou non au
complexe de Carney)

Maladie
micronodulaire cortico-
surrénalienne isolée

Figure 6 : Nouvelle classification des pathologies nodulaires surrénaliennes selon
I'OMS 2022
Adapté de Mete et al, Endocrine Pathology, 2022

On peut également ajouter a cette catégorie les nodules produisant de 1’aldostérone : la nouvelle
classification OMS distingue les adénomes producteurs d’aldostérone (APA) des nodules
producteurs d’aldostérone (NPA), eux-mémes distingués des micronodules producteurs
d’aldostérone (anciennement dénommés « Cluster cellulaire producteur d’aldostérone », de
I’anglais « Aldosterone producing cell clusters »). Cette classification est basée sur la
classification HISTALDOX (Figure 7). Pour résumer, cette classification détermine la nature
nodule / adénome en fonction de la typologie du marquage CYP11B2 en immunohistochimie.
L’APA est décrit en 2.3.2.

Le NPA et le micronodule mesurent moins de 1 cm et présentent un gradient de réactivité du
marquage CYP11B2, qui est plus intense a 1’extérieur. Ils sont distingués I’un de 1’autre par

leur architecture et par la coloration hematoxyline-éosine (H&E) : le NPA présente une
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architecture similaire a I’APA, en 3 zones (ZG, ZF et ZR-like) et peut étre différencié du tissu
sain adjacent a la coloration H&E ; le micronodule est exclusivement composé d’une ZG-like
et n’est pas différenciable du tissu sain adjacent avec la coloration H&E!®. Lorsqu’il existe
plusieurs NPA ou micronodules, il était d’usage de parler d” « hyperplasie nodulaire » ou
d’ «hyperplasie bilatérale des surrénales » (a différencier de la PCSMaB). Pour les mémes
raisons que celles détaillées en 2.1, ce terme doit étre abandonné au profit du terme « multiples
NPA / micronodules produisant de l’aldostérone ». La distinction histologique entre ces
différentes entités peut paraitre anecdotique puisque la traduction clinique reste un
hyperaldostéronisme primaire, mais est en fait d’importance pour le clinicien. Ainsi les APA et
les NPA sont definis comme des sous-types d’histologie « classique », les autres formes
(micronodules, NPA/micronodules multiples et hyperplasie) étant des sous-types d’histologie
« non classique ». Il a été¢ montré que les formes classiques avaient une durée d’hypertension
plus courte, un meilleur index de latéralisation, un potassium plus élevé au cours du suivi, un
rapport aldostérone sur rénine (RAR) plus bas et une rémission biologique compléte beaucoup

plus fréquente.



Lésions bénignes
produisant de

I'aldostérone

Marquage CYP11B2

A 4

Y

APA

NPA

Micronodule
produisant de
l'aldostérone

Multiples NPA
ou
micronodules

Hyperplasie
diffuse avec

production
d'aldostérone

Taille et nombre

Nodule unique > |

Nodule unique < 1

Nodule unique < 1

Nodules multiples

Pas de nodule

cm cm cm <1 cm
Visible en H&E Oui Oui Non Depgnd st NPA ou /
micronodule
Intense, Gradient de Gradient de Gradient de . .
Marquage hétérogéne ou I’extérieur vers I’extérieur vers I’extérieur vers Conting, au moins
CYP11B2 ger e e e yeir s 50% des cellules
homogeéne I’intérieur I’intérieur I’intérieur
ZG, ZF et ZR-like
Possible . .
Architecture hyperplasie ZG, ZF et ZR-like ZG-like Depe.nd siNPA ou
micronodule
paradoxale du
tissu sain adjacent
Hyperplasie
Cluster cellulaire | micronodulaire ou
Ancien nom producteur hyperplasie
d’aldostérone bilatérale des
surrénales

Figure 7 : Classification HISTALDO des lésions bénignes produisant de 1’aldostérone
Adapté de Mete et al, Endocrine Pathology, 2022

2.3 Adénomes

Les adénomes sont des tumeurs surrénaliennes bénignes. Ils peuvent sécréter du cortisol, de
I’aldostérone ou étre non fonctionnels. La sécrétion isolée de stéroides sexuels ne sera pas

détaillée ici car elle reste exceptionnelle. Les différents types d’adénomes sont résumés dans le

tableau 5.

Au niveau histologique, ils se présentent comme des tumeurs homogénes bien délimitées et
souvent enrichies en cellules surrénaliennes riches en lipides, ce qui leur donne une couleur
jaune. Il existe des variantes histologiques tels que les « adénomes noirs » qui sont pigmentés

par la lipofuscine ou les adénomes a cellules oncocytaires, de teinte brune. Ils représentent 80%

des incidentalomes surrénaliens®.
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2.3.1 Adénomes non-fonctionnels

Ces adénomes sont par définition cliniquement silencieux et représentent la grande majorité des
adénomes (75%)%. 11 s’agit donc exclusivement d’incidentalomes, découverts de fagon fortuite
a I’imagerie. Les différentes sociétés savantes ayant émis des recommandations quant a leur
prise en charge s’accordent a dire que 1’évaluation initiale doit comporter un test de freinage a
la Dexaméthasone 1mg (cf. page 51) et une mesure des catécholamines plasmatiques ou
urinaires a titre systématique®191192 Une évaluation du RAR est proposée chez les patients
avec hypertension et / ou hypokaliémie. Le traitement de ces adénomes repose sur I’abstention
thérapeutique en cas d’adénome < 4cm. Pour les adénomes > 4 cm, une chirurgie peut étre
proposée®101192 avec quelques nuances entre les différentes sociétés au niveau du seuil de
taille devant faire indiquer la chirurgie (4cm vs 6 cm vs augmentation de taille de 20%). En cas
d’exérése, on recommande de confirmer I’origine surrénalienne par immunomarquage SF-1%.

2.3.2 Adénomes producteurs d’aldostérone (adénomes de Conn)

L’hyperaldostéronisme primaire a été décrit par JW Conn en 1955% et est la cause la plus
fréquente d’hypertension artérielle (HTA) secondaire (entre 10 et 25%). Pourtant, il est estimé
que moins d’1% des patients avec hyperaldostéronisme primaire sont diagnostiqués'®. Outre
I’hypertension, 1’hyperaldostéronisme primaire peut provoquer une hypokaliémie, des
céphalées, une asthénie, une polyuro-polydipsie. Le diagnostic repose sur une élévation de
I’aldostérone et du RAR>1%, La Société Francaise d’Endocrinologie (SFE) indique que si le
RAR est supérieur au seuil diagnostic (selon unité de mesure) et 1’aldostérone augmentée au-
dela de 550pmol/L, le diagnostic est affirmé. Dans certaines situations de diagnostic incertain,
un test de confirmation par charge sodée intraveineuse doit étre réalisé®®. Les APA sont
responsable d’environ 40% des hyperaldostéronismes primaires'®’ et représentent 2.5% des

adénomes surrénaliens®®. De ce fait, la découverte d’une tumeur d’allure bénigne a la TDM
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peut étre un simple incidentalome surrénalien et ne pas étre la cause de I’hyperaldostéronisme.
Il est donc préconisé de réaliser un cathétérisme des veines surrénaliennes aprés 35 ans pour
s’assurer que 1’hypersécrétion est unilatérale, est bien due a ’adénome visible a 1’imagerie et
qu’il est possible d’envisager un traitement chirurgical. Cet examen n’est pas nécessaire avant
35 ans. Si le diagnostic d’APA est confirmé, une chirurgie surrénalienne peut étre envisagée.
Sinon, on proposera un traitement médical, par Spironolactone en 1 intention.

Au plan histologique, I’APA mesure au moins 1 cm (on parle de microadénome s’il mesure
moins de 1 cm), et est composé de cellules claires et/ou de cellules éosinophiles compactes,
avec une architecture pouvant évoquer une ZG, ZF et ZR-like!®. Le marquage CYP11B2 est
intense, hétérogéne ou homogene. Le tissu surrénalien environnant I’ APA est souvent composé
d’une ZG hyperplasique, négative pour le marquage CYP11B2 : on parle d’hyperplasie
paradoxale.

Au plan génétique, il a été montré que les APA étaient en lien avec des mutations somatiques
dont la plupart sont responsables de mutations de canaux ioniques ou d’ATPase : Potassium
Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 5 (KCNJ5), Calcium Voltage-Gated
Channel Subunit Alphal D (CACNA1D), Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal H
(CACNA1H), Chloride Voltage-Gated Channel 2 (CLCN2), ATPase Na+/K+ Transporting
Subunit Alpha 1 (ATP1Al) ou encore ATPase Plasma Membrane Ca2+ Transporting 3
(ATP2B3)!%, Certains APA possédent aussi une mutation de Catenin Beta 1 (CTNNBL1), le
gene de la B-Caténine, mais nécessitent une seconde mutation pour étre capables de produire
de I’aldostérone.

2.3.3 Adénomes producteurs de cortisol (APCo)

Les APCo sont la cause la plus fréquence d’hypercorticisme (ou syndrome de Cushing) ACTH-
indépendant, représentant environ 1/3 des syndromes de Cushing cliniques. Le syndrome de
Cushing se caractérise par un spectre clinique varié avec des signes spécifiques tels que des
vergetures pourpres, une fragilité cutanée avec un risque accru d’hématomes, une érythrose

faciale, une amyotrophie des cuisses et du panicule adipeux fessier®. Les patients peuvent



aussi présenter des signes non-spécifiques tels qu’une fatigue, une prise de poids, des difficultés
de concentration, un syndrome dépressif, I’accumulation de graisse en arriére du cou (« bosse
de bison »), un visage rond dit « lunaire », des troubles du cycle menstruel, des difficultés de
cicatrisation ou encore une peau fine. Le syndrome de Cushing peut enfin étre compliqué
d’hypertension, de diabeéte de type 2, de dyslipidémie, d’ostéoporose (parfois sévere, avec
fractures) et est grevé par une importante morbidité cardiaque, ainsi qu’une susceptibilité aux
infections opportunistes et aux thromboses''®!!!, La description de I’ensemble de ces
symptomes peut sembler typique, et pourtant, rares sont les patients présentant I’ensemble des
signes. De fait, leur association a divers degrés rend le diagnostic difficile. On estime qu’il
existe en moyenne un délai de 2 a 4 ans entre les premiers signes cliniques et le diagnostic 2113,
Le diagnostic d’hypercorticisme d’origine surrénalienne est basé sur la confirmation d’une
hypersécrétion de cortisol associée a un niveau abaissé d’ACTH. L hypersécrétion de cortisol
peut étre dépistée par une élévation du cortisol urinaire des 24h sur deux prélévements OU sur
I’absence de freinage du cortisol apres test a la dexaméthasone 1mg OU sur 1’élévation du
cortisol salivaire & minuit (2 prélévements)'®. Devant un tel tableau biologique, le diagnostic
d’adénome sera confirmé par un scanner surrénalien en coupe fine, montrant une image de
tumeur surrénalienne avec critéres de bénignité : densité < 10 unités Hounsfield (UH), wash
out absolu > 60 % ou wash out relatif > 40%°%,

L’augmentation croissante des incidentalomes surrénaliens a I’imagerie et leur exploration
hormonale a accru le nombre de découverte d’hypercorticisme dit « infraclinique » : les patients
présentent une sécrétion modérée et non contr6lée de cortisol, pouvant impacter ou non les
parameétres métaboliques des patients (diabéte, hypertension, dyslipidémie), mais sans autre
signe clinique. L’hypercorticisme infraclinique est également associé a une plus grande
mortalité et une plus grande morbidité cardiovasculaire!**1°, Les différentes sociétés savantes
recommandent donc toutes la réalisation d’un test de freinage a la Dexaméthasone 1mg devant
un incidentalome pour éliminer un APCo : ce test repose sur le rétrocontrole de 1’axe

hypothalamo-hypophysaire. En effet, I’administration de 1mg de Dexaméthasone entre 22h et
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23h doit inhiber I’ACTH et le pic de sécrétion matinal de cortisol. Un APCo est formellement
éliminé si le cortisol a 8h le lendemain de la prise de Dexaméthasone est < 50nmol/L 88,

Une fois le diagnostic d’APCo posé, le traitement repose sur I’exérese chirurgicale de la
surrénale adénomateuse®®.

Au plan histologique, I’APCo est caractérisé par une atrophie corticale, avec notamment une
ZF trés fine voire absente®.

Les avancées génétiques récentes ont permis de montrer que les APCo possédaient
fréquemment des mutations somatiques : environ 30% a 40% des APCo ont une mutation de
PRKACA!18 |e géne codant pour la sous-unité catalytique Co la PKA, ce qui provoque une
activité constitutive de la voie PKA/AMPCc. De fagon intéressante, cette activation de la voie de
signalisation PKA est retrouvée plutét dans les APCo responsable d’un syndrome de Cushing
clinique ; ces APCo présentent par ailleurs une haute expression des microARN (miRs) du
cluster DLK1-MEGS3 (locus 14g32)*°. Par ailleurs, une activation de la voie Wnt/B-Caténine a
été retrouvée dans 25% des APCo, plutdt associée a une secrétion infraclinique de cortisol. De
facon plus marginale, des mutations somatiques de GNAS, PRKAR1A et PDE8B ont

également été retrouvées?’.

3. Tumeur maligne : le carcinome corticosurrénalien (CCS)
3.1 Epidémiologie

Le CCS est un cancer rare du cortex surrénalien. Sur les plus anciennes séries, son incidence
est estimée entre 0.7 et 2 cas par millions d’habitant par an'?%12L, Une série plus récente, publiée
en 2018, a identifié 2014 cas de CCS entre 1973 et 2014 aux Etats-Unis, soit une incidence de
1.02 par million d’habitant par an'?, Par ailleurs, on estime que les CCS représentent 15% des
incidentalomes surrénaliens?>124,

Le pic d’incidence se situe entre 40 et 60 ans, avec une 1égeére prédominance de la maladie chez
les femmes (60% des cas diagnostiqués)'?®-12212 et une nette prédominance chez les patients

caucasiens?t122,



Chez les enfants, le CCS représente 0.2% des cancers pédiatriques et son incidence est estimée
a4 0.2-0.38 cas par million d habitants par an'?. Cette incidence est 10 fois plus élevée dans le
sud du Brésil*?128 en lien avec une forte proportion de mutation germinale de TP53%, en
particulier la mutation R337H. La encore, il existe une prédominance de la maladie chez les

petites fillest?" 130131,

3.2 Syndromes de prédisposition génétique
Les CCS de I’adulte sont dans la grande majorité des cas sporadiques, mais peuvent dans
environ 10% des cas étre liés & un syndrome de prédisposition génétique'®? (Tableau 6). Les
syndromes de préedisposition génetique surviennent dans le cadre de mutations germinales,
transmises de facon héréditaire ou étant apparues de novo. Outre les CCS en lien avec des
mutations germinales, une grande partie des CCS sporadiques posséde des altérations
moléculaires et génétiques somatiques : cet aspect sera développé en point 1-11.3.7.

3.2.1 Syndrome de Li-Fraumeni

Ce syndrome, décrit pour la premiére fois en 196913, est lié a une mutation germinale du géne
suppresseur de tumeur TP53*, localisé sur le chromosome 17p13 et impliqué dans la réponse
au stress cellulaire. Les cancers les plus fréguemment associés a ce syndrome sont le CCS, le
cancer du sein, les tumeurs du systéeme nerveux central, les ostéosarcomes et les sarcomes des
tissus mous. Environ 5% des adultes présentant un CCS ont une mutation germinale de TP53%,
dont environ 25% sont des mutations de novo®*2. Chez I’enfant toutefois, plus de 50% des CCS
sont en lien avec une mutation germinale de TP53%%. Comme mentionné dans le point 1-11.3.1,
la prévalence de la mutation de TP53 est particulierement importante dans la région du Brésil
du Sud.

3.2.2 Syndrome de Lynch®’

Le syndrome de Lynch a été décrit en 1966 et est lié & une mutation germinale des génes
impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2.

Le processus de mésappariement survient lors de la réplication de I’ADN : lors de la synthese
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du nouveau brin d’ADN, un nucléotide incorrect va €tre incorporé et les deux bases de ’ADN
ne seront pas complémentaires. Afin d’éviter la réplication en série de cette erreur, les génes de
réparation du mésappariement constituent un mécanisme de protection en reconnaissant et
corrigeant la base erronée. Le dysfonctionnement d’un de ces genes peut causer des altérations
dans les séquences répétitives du génomes, appelées séquences microsatellites : on parle alors
d’instabilité des microsatellites. Le cancer le plus fréquent en lien avec ce syndrome est le
cancer colorectal, suivi par le cancer de I’endométre. Le CCS a une prévalence de 1’ordre de
0.47 4 3.2% dans les patients atteints d’un syndrome de Lynch'?® et environ 3% des patients
avec CCS ont une mutation dans les génes responsable du syndrome de Lynch®,

3.2.3 Néoplasie endocrinienne multiple de type 1 (NEM1)

La NEML1 est liée a une mutation du gene suppresseur de tumeur de la ménine, localisé sur le
chromosome 11q13, et impliqué dans la régulation de la trancription®*®. Elle associe des
adénomes parathyroidiens, des tumeurs hypophysaires et des tumeurs neuroendocrines
pancréatiques. Dans de rares cas, elle peut étre responsable de CCS. On estime qu’environ 1.4%
des patients atteints de NEM1 développent un CCS40:141,

3.2.4 Autres syndromes

Les autres syndromes seront détaillés tres succinctement car leur prévalence est inférieure a
1%.

- La polypose adénomateuse familiale (PAF) est une maladie autosomique dominante en lien
avec une mutation du géne suppresseur de tumeur Adenomatous Polyposis Coli (APC), membre
du complexe de dégradation de la B-Caténine. Les mutations d’APC provoque une activation
constitutive de la voie de signalisation B-Caténine, fréqguemment activée dans les cancers. Ce
point sera développé dans le point 1-111. La survenue de CCS dans la PAF reste rare, cantonnée
a des cas cliniques rapportés dans la littérature'#?. Une étude sur 311 patients atteints de PAF
n’a trouvé qu’un seul patient atteint de CCS*,

- Le syndrome de Beckwith-Wiedemann est un syndrome diagnostiqué dans 1’enfance, 1ié a

une altération de la région chromosomique 11p15.5, aboutissant a une surexpression d’Insulin-



Like Growth Factor 2 (IGF2), gene surexprimé dans plus de 80% des CCS. Il se manifeste par
une macrosomie feetale, une hémi-hypertrophie, une macroglossie et une viscéralomégalie, et
est associé a un risque plus important de tumeurs embryonnaire et de CCS**4. Environ 1-5%
des patients atteints de ce syndrome présentent un CCS#,

- Le complexe de Carney est lié & une mutation du géne PRKAR1A, comme déja mentionné
en 2.2. La prévalence des CCS dans cette pathologie est trés rare, avec seulement quelques cas
décrits dans la littérature®,

- La neurofibromatose de type 1 est une maladie autosomique dominante liée a une mutation
du gene suppresseur de tumeur NF1, localisé sur le chromosome 17ql11 et codant pour la
neurofibromine. Elle se manifeste par des taches cutanées cafe-au-lait, des neurofibromes, et
des sarcomes. Une dizaine de cas de CCS chez des patients atteints de neurofibromatose de

type 1 sont rapportés dans la littérature?4214°,

Syndrome Mutation germinale Prévalence
~ g0 o 0
Li-Fraumeni P53 ~ 5% chez 1 :ildulte, >50%
chez I’enfant
MLH1, MSH2, MSH6, -
Lynch PMS2 =~3%
NEM1 MEN1 ~1.5%
Polypose ad_e_nomateuse APC < 1%
familiale
Syndrome de Beckwith H19, IGF2 <1%
Wiedermann
Complexe de Carney PRKAR1A <1%
Neurofibromatose de type 1 NF1 <1%

Tableau 6 : Principaux syndromes de prédisposition génétique aux CCS

3.3 Evaluation du stade du CCS (« Staging »)
La détermination du stade du CCS est un élément décisionnel majeur pour le traitement et un
élément déterminant du pronostic. Un premier staging pré-opératoire est réalisé, guidant la
décision de traitement. Ce staging est affiné en per et post-opératoire, notamment grace

I’ensemble des éléments anatomopathologiques (découverte dun envahissement ganglionnaire
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par exemple). 1l est un élément important de la classification pronostique des patients selon leur
risque de récidive : cet aspect sera abordé en point 1-11.3.5.6.

Comme pour d’autres cancers, le stade tumoral est basé sur la classification Tumor (T) Node
(N) Metastasis (M). Le T évalue la taille de la tumeur et son extension locale, le N évalue la
présence d’envahissement ganglionnaire et le M évalue la présence de métastase (Tableau 7).
Aux différents TNM correspond un stade, cote entre | et IV. La classification américaine initiale
de I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) a été adaptée pour correspondre aux stades
proposés par le réseau de recherche européen sur les tumeurs de la surrénales ENSAT
(European Network for the Study of Adrenal Tumors) (Tableau 8)4"148 En effet, la
classification ENSAT 2008 permettait de mieux stratifier les patients selon leur pronostic. Le
stade | et le stade Il correspondent aux tumeurs limitées a la surrénale, sans envahissement
ganglionnaire ni métastase a distance. Le stade Ill correspond aux formes intermédiaires : il
inclut les tumeurs limitées a la surrénale avec envahissement ganglionnaire et les tumeurs avec
envahissement de la graisse péri-surrénalienne, des organes ou des structures vasculaires de
voisinage, avec envahissement ganglionnaire ou non, mais toujours sans métastase a distance.
Le stade 1V correspond aux CCS avec métastases a distance, quelle que soit la taille et le statut

d’envahissement ganglionnaire.

T1 : tumeur localisée <5 cm

T2 : tumeur localisée > 5 cm

T3 : infiltration de la graisse péri-surrénalienne,
T quelle’que spit la taille '

T4: invasion dun ou plusieurs organe(s)
adjacent(s) quelle que soit la taille de la tumeur
OU présence d’un thrombus veineux dans la
veine cave ou la veine rénale.

N NO : absence d’envahissement ganglionnaire

N1 : présence d’envahissement ganglionnaire
MO : absence de métastase a distance

M1 : présence de métastase(s) a distance

Tableau 7 : Classification TNM du CCS




T1, NO, MO Stade |
T2, NO, MO Stade 11
T3-T4, NO, MO Stade I
Tous T, N1, MO
Tous T, tous N, M1 Stade IV

Tableau 8 : Correspondance entre les classifications ENSAT 2008 / AJCC 8é™me

édition et le stade de la maladie
Adapté de Fassnacht et al, Cancer, 2009
et de Amini et al, AJCC Cancer Manual Staging 8th edition, 2018, Suisse : Springer International Publishing

3.4 Diagnostic

3.4.1 Présentation clinique

Nous avons déja évoqué le diagnostic fortuit de CCS lors de I’exploration d’un incidentalome
surrénalien, dont les criteres scannographiques ne sont pas en faveur de la bénignité. Outre ce
mode de révélation fortuit, les CCS se manifestent par un syndrome tumoral et / ou par un
syndrome d’hypersécrétion hormonale.

- Le syndrome tumoral est présent chez environ 30% des patients, en lien avec la présence
d’une masse abdominale, et se manifeste par une douleur abdominale, dorsale, une masse
palpable ou des signes de compression locaux ou en lien avec des métastases'?>149, En effet, a
la découverte, le CCS a dans I’immense majorité des cas une taille entre 4 et 30 cm, avec une
taille moyenne de 11.4 a 14 cm*?>0-138_ par ailleurs, entre 50 et 71% des patients sont
diagnostiqués a un stade localement avancé ou métastatique, dont 20-30% avec des métastases
a distancel?012L147.154-1%6 | o5 métastases a distance sont principalement localisées aux
poumons, au foie et a I’os 47155157 Toutefois, ce mode de révélation est relativement tardif.

- Le syndrome d’hypersécrétion hormonale est beaucoup plus fréquent, présent chez 50 a
70% des patients'?>1491%8 [ e syndrome d’hypersécrétion le plus fréquent est 1’hypercorticisme,
associé ou non a une autre sécrétion hormonale : il représente environ 88% des syndromes
d’hypersécrétion, et est associé dans environ 47% des cas a une hypersécrétion d’androgénes*?®.

L’existence d’une sécrétion bi- ou tri-hormonale est fortement évocatrice de malignité, les
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tumeurs bénignes ne pouvant sécréter qu’un seul type de stéroide. Les CCS produisant du
cortisol sont associés a une plus forte mortalité et un plus haut risque de récidive®®,

Les hypersécrétions d’aldostérone et d’cestrogenes (seules ou associées a une sécrétion de
cortisol ou d’androgenes) représentent respectivement moins de 10% et 5% des
hypersécrétions.

Cliniquement, 1’hypercorticisme va se traduire par un syndrome de Cushing ACTH-
indépendant, dont nous avons déja détaillé les caractéristiques dans la partie 2.3.3.
L’hypersécrétion d’androgénes chez la femme va se traduire par une « virilisation » avec des
symptomes tels que I’hirsutisme, 1’acné ou I’aménorrhée.

Les explorations hormonales devant une suspicion de CCS sont résumées dans le tableau 9,
page 59.

3.4.2 Criteéres radiologigues

La TDM, I’IRM et la TEP-18FDG sont les 3 éléments clés de I’imagerie dans le CCS. La TDM
et I’IRM sont surtout utiles pour le diagnostic d’exclusion du CCS.

- La TDM est trés utile pour distinguer les CCS des adenomes. Comme mentionné dans le point
1-11.2.3.3, les adénomes ont un haut contenu en graisse, ce qui se traduit par une densité
spontanée inférieure a 10 UH. Par ailleurs, ils captent et éliminent rapidement le produit de
contraste scannographique : ce phénomene est appelé « wash out». Un wash out relatif
supérieur a 40% ou absolu supérieur & 60% est en faveur de la bénignité®. Par opposition, une
tumeur ne respectant pas ces 3 critéres est un potentiel CCS.

- L’IRM peut apporter un complément a la TDM en cas de tumeur de densité spontanée
supérieure a 10 UH. On utilise alors les séquences dites « de phase » et « en opposition de
phase ». Une diminution du signal observée dans la séquence « en opposition de phase » est en
faveur d’un adénome, alors qu’une absence de diminution de signal est en faveur d’une 1ésion
maligne ou d’un phéochromocytome®®.

- La TEP-18FDG se base sur la captation de FDG marqué par les différents organes. Si tous

les organes ont besoin de glucose pour fonctionner, les tumeurs malignes vont avoir une



captation de glucose plus élevée que les organes sains ou les tumeurs bénignes. Cette technique
peut toutefois étre prise en défaut car tout processus consommateur de glucose va entrainer une
hypercaptation du 18FDG (processus inflammatoire, cicatrisation, tumeur bénigne
hyperfonctionnelle...). Ainsi, certains adénomes et phéochromocytomes peuvent aussi
présenter une hypercaptation de 18FDG. Pour le CCS, on utilise le rapport « surrénale sur
foie ». Un seuil de 1.8 pour ce rapport possede une sensibilité de 87% et une spécificité de
91%°. Du fait de ces performances imparfaites, I’utilisation systématique du TEP-18FDG
dans le diagnostic des CCS n’est pas recommandé¢ par la Société Européenne d’Endocrinologie
(European Society of Endocrinology, ESE)'%,

En plus de I’apport de I’imagerie pour le diagnostic de CCS, ces diverses modalités
radiologiques sont utiles pour le bilan d’extension. Les explorations radiologiques devant une

suspicion de CCS sont résumées dans le tableau 9.

Explorations hormonales

Diagnostic d’hypercorticisme - Test de freinage a la Dexaméthasone 1mg si
syndrome de Cushing absent ou modéré

- Cortisol urinaire des 24h si syndrome de Cushing
clinique évident

- ACTH (si hypercorticisme confirmé)

Diagnostic  d’hypersécrétion  de | - SDHEA

stéroides sexuels - 170H-progestérone

- A4-androstenedione

- Testostérone chez la femme

- 17B-cestradiol chez I’homme ou chez la femme
ménopausée

- 11-Déoxycortisol

Diagnostic d’hyperaldostéronisme - Potassium
- RAR chez les patients avec hypertension ou
hypokaliémie

Elimination d’un phéochromocytome | - Dosage des catécholamines urinaires ou plasmatiques

Explorations morphologiques

Diagnostic - TDM surrénalien
+/- IRM surrénalienne
- TEP-18FDG (désaccord des experts sur ce point)

Bilan d’extension - TDM thoracique

- TEP-18FDG (désaccord des experts sur ce point)

- IRM cérébrale si suspicion de métastase cérébrale
- Imagerie osseuse si suspicion de métastase osseuse

Tableau 9 : Principales explorations a realiser en cas de suspicion de CCS
Adapté de Fassnacht et al, Eur J Endocrinolo, 2018
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- Enfin, la biopsie de la tumeur assistée par ’imagerie n’est pas recommandée®®!2 du fait de
difficultés a établir un diagnostic histologique sur ce type de prélevement, du risque
hémorragique et surtout du risque de dissémination métastatique. La biopsie n’est envisagée
que si (1) la Iésion est non-sécrétante ET (2) la 1ésion n’a pas pu étre déterminée formellement
comme ¢tant une lésion bénigne a I’imagerie ET (3) I’histologie a une importante particuliere
pour le traitement, en particulier chez les patients avec une autre pathologie cancéreuse pré-
existante®®,

3.4.3 Critéres histologigues

Le diagnostic de tumeur d’origine corticosurrénalienne (par opposition aux métastases
surrénaliennes d’un autre primitif) repose sur I’analyse des marqueurs immunohistochimiques.
La coloration H&E permet en genéral de bien différencier une tumeur corticosurrénalienne
d’une tumeur d’une autre origine. En cas de doute, I'usage d’un immunomarquage
Steroidogenic Factor-1 (SF-1) est recommandé. Ce marqueur est positif dans les tumeurs
corticosurrénalienne et est le marqueur le plus performant avec une sensibilité de 98% et une
spécificité de 100%'%,

En cas d’indisponibilité de ce marqueur, 1’utilisation combinée de marqueurs tels que inhibine

alpha, melan-A et calrétinine est recommandée!?®

. Ces marqueurs sont positifs dans entre 65 et
92.5% des cas de CCS™®. D’autres marqueurs tels que SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-
1) sont positifs dans plus de 90% des CCS®. Enfin, les CCS n’expriment pas ou peu la

chromogranine A (5% des cas)'®, ce qui permet de les différencier des phéochromocytomes.

Le diagnostic de malignité d’une tumeur corticosurrénalienne de 1’adulte repose sur
I’utilisation de scores anatomopathologiques, le plus utilisé étant le score de Weiss, publié en
1984161 |e score de Weiss, détaillé dans le tableau 10, comporte 9 items, chacun cotant pour 1
point s’il est présent. Le diagnostic de CCS est porté sur un score de Weiss supérieur ou égal a

3. Un score de Weiss > 3 a une sensibilité de 100% et une spécificité de 96% pour diagnostiquer



la malignité'®®. Toutefois, le score n’a jamais fait I’objet d’une validation en bonne et due forme,
de I’avis méme de la Société Européenne d’Endocrinologie'Z.

Il existe plusieurs sous-types de CCS, avec en plus du sous-type classique, des variants
oncocytaire, myxoide ou sarcomatoide®%2, Pour ces variants, I’utilisation du score de Weiss
n’est pas toujours appropriée!62163,

- Le variant oncocytaire est composé d’au moins 50% de cellules oncocytaires, ¢’est-a-dire
possédant un cytoplasme €osinophile. Le score de Weiss n’est pas utilisable dans sa forme
classique car 3 des critéres du score (haut grade nucléaire, architecture diffuse et < 25% de
cellules claires) sont intrinséquement liées a la nature oncocytaire du CCS. L’utilisation du
score de Lin-Weiss-Bisceglia est donc recommandée (Tableau 11)%%2164 Ce score définit 3
critéres majeurs et 4 critéres mineurs. La présence d’un critére majeur suffit a affirmer la

malignité, I’absence de tous les critéres affirme la bénignité. La présence d’un critére mineur

classe la tumeur comme « de potentiel malin incertain » ou « borderline ».

Critére

Architectural

Nécrose

Architecture diffuse > 30% du volume tumoral
< 25% de cellules claires

Cytologique

Haut grade nucléaire (grade 3 et 4 de Fuhrman et al, Am J Surg Pathol, 1982)
> 5 mitoses pour 50 par champs (fort grossissement)

Présence de mitoses atypiques

D’invasion
Présence d’invasion capsulaire
Présence d’invasion veineuse

Présence d’invasion lymphatique

Tableau 10 : Score de Weiss non modifié
Chaque item vaut 1 point lorsqu’il est présent. Un score > 3 pose le diagnostic de CCS.
Adapté de Weiss, Am J Surg Pathol, 1984 et de Papotti et al, Horm Canc, 2011
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Critére

Majeur

> 5 mitoses pour 50 champs (fort grossissement)
Présence de mitoses atypiques

Présence d’invasion veineuse

Mineur

Nécrose

Présence d’invasion capsulaire
Présence d’invasion lymphatique

Tumeur de grande taille (> 10 cm et / ou > 200 g)

Tableau 11 : Score de Lin-Weiss-Bisceglia
Adapté de Bisceglia, Int J Surg Pathol, 2004

- Le variant myxoide est caractérisé par des dépdts et un stroma myxoides (mucineux). Ce
stroma rend difficile ’analyse des criteéres d’invasion du score de Weiss. De fait, il a été proposé
de considérer les tumeurs myxoides comme suspectes de malignité a priorit®3,

- Le variant sarcomatoide est trés rare, caractérisé par une composante mésenchymateuse,
avec moins de 30 cas rapportés dans la littérature®®. Il est caractérisé par une perte de la
différenciation corticale. Son diagnostic ne pose en général aucun probléme.

De plus, en population pédiatrique, le score de Weiss est difficilement applicable puisque les
critéres d’architecture diffuse, de pourcentage de cellules claires et d’invasion lymphatique

semblent moins pertinents.

Un autre problématique du score de Weiss est celle de sa reproductibilité. En effet, certains
paramétres sont subjectifs et I’application du score de Weiss n’est pas toujours aisée’®. En
particulier, le grade nucléaire, 1’architecture diffuse et I’invasion lymphatique sont les critéres
les moins reproductibles entre les différents pathologistest®16°,

De plus, certaines tumeurs avec un score de Weiss égal a 3 ne récidivent pas, ce qui est un
argument pour leur bénignité®®1153, De fait, environ 10% des tumeurs sont dites « suspectes »,
difficilement classifiables ou classifiées différemment selon 1’anatomopathologiste réalisant
I’examen, avec un potentiel de malignité indéterminé€. Pour améliorer la précision du diagnostic,

plusieurs autres scores ont été proposeés (Tableau 12) :



- Le score de Weiss modifié, ne prenant en compte que les 5 criteres les plus reproductibles
entre les pathologistes!™. Ce score est coté sur 7 et chaque item est pondéré selon sa valeur
diagnostique par un modéle de régression. Un score > 3 définit la malignité.

- L’algorithme de la réticuline basé sur I’intégrité ou non du réseau de réticuline des tumeurs
et 3 critéres du score de Weiss (nombre de mitose, nécrose, invasion veineuse). La malignité
est affirmée en cas d’altération du réseau de réticuline associée a la présence d’au moins un des
3 critéres du score de Weiss. Ce score est présenté par ses auteurs comme ayant une sensibilité
et une spécificité de 100%. L’évaluation de ce score sur une seconde cohorte a montré que la
concordance entre pathologiste était de 75-86% pour ’algorithme de la réticuline, 88% pour le
score de Weiss lorsqu’il était > 3 mais seulement 24% si le score de Weiss était < 317,

- Le score d’Helsinki a été initialement développé pour prédire efficacement le potentiel
métastatique des tumeurs. La encore, il s’agit d’un score composite basé sur le Ki67 et sur les
criteres les plus reproductibles du score de Weiss (nécrose et nombre de mitose), pondérés grace

a un modele de régression logistique. Un score > 8.5 diagnostique un CCS métastatique avec

une sensibilité de 100% et une spécificité de 99.4%.
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Score de Weiss revisiteé

Item Score
> 5 mitoses pour 50 champs (fort grossissement) 2
<25% de cellules claires 2
Présence de mitoses atypiques 1
Nécrose 1
Présence d’invasion capsulaire 1

Algorithme de la réticuline
Altération du réseau de réticuline +
Au moins un des 3 critéres suivants :
- > 5 mitoses pour 50 par champs (fort grossissement)
- Nécrose
- Présence d’invasion veineuse
Score d’Helsinki

Item Score
Ki67 (en %) Valeur du Ki67
> 5 mitoses pour 50 champs (fort grossissement) 3
Présence de nécrose 5

Tableau 12 : Scores alternatifs de diagnostic du CCS
Le score de Weiss revisité définit la malignité comme un score > 3
L’algorithme de la réticuline définit la malignité comme 1’altération du réseau de réticuline associ¢ a au
moins un des 3 criteres présentés
Le score d’Helsinki diagnostique les CCS métastatiques pour un score > 8.5

Le Ki67 a également été proposé comme marqueur de malignité mais le seuil diagnostique
proposé pour discriminer les adénomes des carcinomes varie selon les cohortes'®®172 avec des
performances diagnostiques différentes en termes de sensibilité et spécificité. De plus, la
concordance inter-observateurs entre les différents pathologistes dans 1’estimation du Ki67 est
loin d’étre excellente!’2, Enfin, une étude a montré que le Ki67 était corrélé avec la taille de la
tumeur et non avec le diagnostic de CCS”,

De fait, les recommandations de I’ESE préconisent I’emploi du score de Weiss classique, méme

si I’usage de ces scores alternatifs est possible!Z,



Par ailleurs, la classification OMS 2022 apporte quelques nouveautés dans le diagnostic
histologique du CCS® et réaffirme certaines constatations de la classification 2017162 :

- Elle souligne I’impact diagnostique de 1’angio-invasion microscopique, définie par la présence
d’un microthrombus pouvant contenir des plaquettes, en lien avec 1’invasion tumorale au sein
du vaisseau. Ainsi, la nouvelle classification OMS met en lumiere I’apport diagnostique du
marqueur CD61 (qui marque les plaquettes) dans le diagnostic de CCS.

- Elle propose I'utilisation des scores d’Helsinki et I’algorithme de la réticuline en complément
du score de Weiss pour le diagnostic de CCS. Elle valide 1’utilisation du score de Lin-Weiss-
Bisceglia dans le CCS oncoytaire.

- Elle réaffirme que la présence d’un marquage IGF2 dans les granules juxtanucléaires est un

excellent outil diagnostique (présent chez environ 80% des CCS).

3.5 Pronostic

Le CCS est grevé d’une mortalité¢ importante et son pronostic est sombre. La survie a 5 ans
varie entre 12 et 40% selon les études!?%12L154157 gt |3 médiane de survie est estimée entre 14
et 28 mois'?°122 Par ailleurs, le taux de récidive est élevé, autour de 70%, et survient en général
dans les 3 premigéres années?>1%,

Toutefois, ces chiffres sur I’ensemble de la population sont en fait trés différents si 1’on analyse
les patients en sous-groupes en fonction notamment du stade de la tumeur, de la qualité de
I’exérese, du Ki67... Certains sous-groupes ont en effet une survie prolongée pouvant aller
jusqu’a plus de 80% a 5 ans. La prédiction de la survie a I’échelle individuelle reste donc
difficile.

3.5.1 Lié au stade de la tumeur

11 s’agit du facteur pronostique le plus important. La stratification des patients selon les stades
ENSAT 2008 / AJCC 8™ édition a montré une survie a 5 ans trés différente selon les stades :
65-82% pour le stade I, 58-64% pour le stade 11, 34-55% pour le stade 111 et 7-18% pour le stade

|\/120147.154.174.175 11 5 médiane de survie est également fortement impactée par le stade avec une
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médiane de survie pouvant aller jusqu’a 24 ans pour le stade I contre moins de 1 an pour le
stade IV¥. Trés récemment, il a été proposé la subdivision du stade 1V en stade 1Va pour les
patients n’ayant qu’un seul site métastatique et en stade [Vb pour les patients ayant au moins 2

sites métastatiques, les patients avec un seul site métastatique ayant une meilleure survie>6176,
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Figure 8 : Survie spécifique selon la classification du stade tumoral ENSAT 2008 /
AJCC 8°™¢ édition

(A) Survie spécifique selon le stade dans la cohorte allemande issue du German ACC Registry. Les hazard
ratios (HR), calculés selon le modele de Cox, et la p-valeur, calculée selon le test du Log-Rank, montrent
bien la valeur pronostique de ces stades. Adapté de Fassnacht et al, Cancer, 2009
(B) Survie spécifique selon le stade dans la cohorte des Etats-Unis (issue des données des registres
« Surveillance, Epidemiology and End Results » de 16 états). Les hazard ratios ne sont pas donnés mais les
p-valeurs associées aux courbes de survie ont été calculées par le test du Log-Rank et confirment la valeur
pronostique du stade tumoral. Adapté de Lughezzani et al, Eur J Cancer, 2010



3.5.2 Lié ala qualité de ’exérése

11 est aujourd’hui clair que la qualité de I’exérése a un impact important sur le pronostic’’ 8,

Elle est évaluée par le chirurgien et le pathologiste en per et post-opératoire. Quatre situations
sont décrites : RO, R1, R2, Rx™,

e RO : pas de tumeur résiduelle

e R1: résidu tumoral microscopique

e R2: résidu tumoral macroscopique

e Rx: laprésence de résidu tumoral ne peut pas étre évaluée
Les patients R1 et R2 ont une moins bonne survie a 5 ans que les patients RO (Hazard Ratio
ajusté entre 1.81 et 2.06 selon les séries et selon le statut R1 ou R2)*°,

3.5.3 Lié au statut hormonal

Depuis une dizaine d’années, certaines études ont mis en évidence que 1I’hypersécrétion de
cortisol pouvait étre un facteur pronostique péjoratif sur la survie globale et la survie sans
récidive?>180-182 Cependant, certaines études ne retrouvaient pas ce facteur comme étant un
facteur pronostique'’®183, Une méta-analyse publiée en 2018 conclut qu’il existe bien un impact
modéré de ’hypersécrétion de cortisol sur la survie sans récidive (Hazard Ratio (HR) = 1.43,
IC95 (Intervalle de confiance a 95%) = 1.18-1.73) et sur la survie globale (HR = 1.71, IC95 =
1.18-2.47)18, Ceci peut en partie s expliquer par une morbi-mortalité intrinséque a la sécrétion
de cortisol, comme détaillé en 2.3.3.
3.5.4 LiéauKi67

Si la valeur diagnostique du Ki67 n’est pas consensuelle (cf. point 1-11.3.4.3), sa valeur
pronostique a été démontrée par plusieurs études!’3177178184185 1 ¢tyde la plus importante
comporte deux cohortes : une cohorte allemande de 319 patients et une cohorte européenne de
validation de 250 patients'®. A noter que les patients stade IV n’étaient pas inclus dans cette
étude. Dans les 2 cohortes, le Ki67 était le marqueur le plus significativement associé a la survie
globale avec un HR de 1.026-1.061 pour chaque augmentation de 1% du Ki67 (p <0.001). Le

Ki67 était egalement le marqueur le plus significativement associe a la survie sans récidive avec
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un HR de 1.020-1.042 pour chaque augmentation de 1% du Ki67 (p < 0.001). Une stratification
des patients selon 3 groupes de Ki67 (< 10%, 10 a 19% et > 20%) permettait de mettre en
lumiére la forte différence de survie globale et survie sans progression pour ces 3 groupes (p <
0.0001).

3.5.5 Autres margueurs

- Le grade tumoral a également été établi comme facteur pronostic, les tumeurs peu
différenciées ayant une moins bonne survie a 5 ans que les tumeurs bien ou moyennement
différenciées (23.6 vs 58.9%, HR 2.26 (1.82-2.82), p < 0.0001)%.

- Un nombre de mitose > 20 pour 50 champs a été décrit comme étant un parameétre de mauvais

pronostic pour la survie globale'>*17

. Il est aujourd’hui plutdt remplacé par I’'usage du Ki67.
- De nombreux marqueurs immunohistochimiques ont été proposés mais le plus souvent
étudiés sur des petites cohortes, sans validation sur des cohortes plus larges et indépendantes,
avec des résultats contradictoires selon les études'’318¢-192 parmi les marqueurs analysés dans
de larges cohortes et ayant un intérét pronostique relativement bien établi, on peut citer SF-11%
et le marquage nucléaire de la B-Caténing8”194-19,
- Le développement de scores pronostiques composites a partir d’indicateurs pronostiques
relativement bien établis a également été propose. On peut citer :
e le score d’Helsinki, déja développé dans le point 1-11.3.4.3
e un score comprenant la taille, le stade T de la classification TNM, I’index mitotique, la
présence d’une invasion veineuse et la présence d’une sécrétion androgénique. Un score
> 77 points est de mauvais pronostic, un score < 57 points étant prédictif de 1’absence
de récidive, en particulier metastatique. La sensibilité et la spécificité du score étaient
de 90 et 91% respectivement®®’,
En pratique, ces scores sont difficiles a mettre en ceuvre et apportent peu d’information par

rapport aux outils simples disponibles dans le cadre du diagnostic (stade tumoral et score de

Weiss notamment).



3.5.6 Risque de récidive

Au vu de I’ensemble de ces facteurs pronostiques, les patients sont classés a risque faible,
intermédiaire ou haut risque de récidive!?1% (Tableau 13). Ce niveau de risque de récidive

conditionne en particulier les traitements adjuvants, qui seront décrits en 3.6.

Risque faible / Risque intermédiaire Risque éleve Risque tres élevé
modéré
Stade l et 11 Stade 11 Stade |11 Stade IV
Résection RO ET Résection RO et/ou Résection | Résection R1
Ki67<10% ET Ki67 < 10% R1/R2 Ki67 > 30%
et/ou Ki67 > 10% Thrombus de la
veine cave

Tableau 13 : Niveaux de risque de récidive du CCS
Adapté de Fassnacht et al, Eur J Endocrinol, 2018 et Gaujoux et al, Br J Surg, 2017

3.6 Traitement
Le traitement du CCS a pour objectif de parvenir si possible a la rémission compléte, de
controler ou limiter les hypersécrétions hormonales et d’éviter les récidives. Pour les patients
métastatiques, 1’enjeu des différents traitements est de diminuer / contrdler la maladie et
prolonger la survie.

3.6.1 Traitement chirurgical'?*!

Le traitement chirurgical doit étre réalis€ par un chirurgien expérimenté (> 15-20
surrénalectomies toutes causes confondues / an), dans un centre de référence. Le chirurgien doit
posséder une expertise en chirurgie surrénalienne endoscopique et par laparotomie. Il doit
également posséder des compétences en chirurgie vasculaire, hépatique ou pancréatique (ou
avoir dans le méme établissement un autre chirurgien ayant une expertise dans ces domaines).
Ceci est particulierement vrai si I’on considere que les CCS sont des tumeurs pouvant atteindre
des tailles importantes, parfois au-dela de 20 cm!?150.15L153 ot noyvant envahir les organes et
vaisseaux adjacents.

La qualité de la résection est particulierement importante. L’objectif est de garantir les chances

d’exérése compléte (dite « RO ») et éviter les complications inhérentes a cette chirurgie
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particulierement ardue. Ainsi, I’exérése dite « en bloc » de la surrénale et de la graisse péri-
surrénalienne est recommandée, pour éviter la rupture de la capsule tumorale, qui favorise la
dissémination métastatique et le risque de récidive locale. La voie chirurgicale privilégiée est
la chirurgie «ouverte » par laparotomie (ouverture de la paroi abdominale). La voie
endoscopique peut étre envisagée uniquement dans les centres experts, pour de petites tumeurs
< 6 cm n’envahissant pas les organes adjacents.
Pour les tumeurs de stade | et 11, la résection compléte RO doit étre la priorité. La chirurgie doit
étre cantonnée a la tumeur surrénalienne. La néphrectomie systématique n’est pas
recommandée. L’exérése prophylactique des ganglions péri-surrénaliens et du hile rénal est
recommandée.
Pour les tumeurs de stade 111, il est recommandé une exérese en bloc de la tumeur surrénalienne
et des organes de voisinage envahis. La encore, la néphrectomie systématique n’est pas
recommandée en I’absence d’invasion prouvée du rein.
Pour les tumeurs de stade IV, la chirurgie est rarement curative mais elle peut permettre de
prolonger la survie, de limiter I’impact d’une hypersécrétion hormonale et éviter les
complications compressives locales. Les études sur le sujet sont peu nombreuses et les
recommandations relévent plutét du consensus d’expert. Ainsi, la chirurgie systématique de
réduction tumorale (« debulking ») n’est pas recommandée mais peut étre envisagée dans deux
cas'® :

e Si le traitement néo-adjuvant permet de réduire le volume tumoral (primaire et

métastase) au point qu’une résection complete soit envisageable.

e Si le chirurgien estime pouvoir enlever au moins 80% de la masse tumorale.
Pour les récidives métastatiques, la chirurgie peut étre envisagée en cas de métastases peu
nombreuses, si I’exérése RO est possible et si I’intervalle libre entre la premiere chirurgie et la
récidive est d’au moins 1 an.
Pour les récurrences locales, I’exérése est recommandée lorsqu’elle est possible, par voie

ouverte exclusivement.



3.6.2 Traitements médicamenteux*?®

Les traitements medicamenteux du cancer peuvent étre utilisés soit a titre adjuvant (I’objectif
est alors de réduire le risque de récidive chez les patients considérés en rémission), soit a titre
curatif, soit a titre palliatif. Dans le CCS, les traitements médicamenteux comportent le
mitotane, les chimiothérapies cytotoxiques et les thérapies ciblées.
- Le mitotane (o,p-DDD) est un traitement ayant un effet cytotoxique direct sur les
mitochondries des ZF et ZR du cortex surrénalien, provoquant une dégénérescence focale puis
compléte de ces zones. Il est utilisé depuis les années 60 dans le traitement du carcinome
corticosurrénalien!®, Ce traitement est recommandé :

e En thérapie adjuvante chez les patients sans résidu tumoral macroscopiquement visible

mais avec un haut risque de récidive (Ki67 > 10%, R1).
e Chez les patients avec CCS métastatiques, soit en monothérapie, soit en combinaison
avec une chimiothérapie.

Chez les patients a risque faible et modéré de récidive, le bénéfice du mitotane pour prévenir la
récidive n’est pas clair et son instauration doit étre discuté au cas par cas. Les résultats de 1’essai
ADIUVO (NCTO00777244), visant & répondre a cette question, devraient étre connus trés
prochainement.
Le traitement doit étre débuté le plus rapidement possible apreés la chirurgie (dans les 6 semaines
a 3 mois idéalement), bien qu’il n’y ait pas de données sur un manque d’efficacit¢ d’un
traitement initié aprés 3 mois. Il est débuté progressivement jusqu’a atteindre 4 a 6g/jour. Le
taux plasmatique de mitotane est ensuite monitoré réguliérement pour vérifier que le patient se
situe dans la zone thérapeutique de 14 a 20mg/L. Il est instauré pour au minimum 2 ans, puis
peut étre soit arréteé, soit continué pour un maximum de 5 ans.
Toutefois, il posséde de nombreuses toxicités, principalement gastro-intestinales (anorexie,
nausees, diarrhées) et neuromusculaires (vertige, troubles de la concentration, pertes de
mémoire)®®, qui aménent souvent & des ajustement posologiques, et rendent parfois 1atteinte

de la zone thérapeutique impossible. Par ailleurs, un des effets indésirables lié a son mode
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d’action est I’insuffisance surrénalienne : les patients doivent donc étre supplémentés par
hydrocortisone.
- La chimiothérapie est basée sur 1’administration combinée d’étoposide, doxorubicine et un
sel de platine (carboplatine ou cisplatine) (EDP). Il s’agit de la chimiothérapie la plus utilisée,
bien que certaines équipes préferent ne pas utiliser de doxorubicine, voire pas d’étoposide.
Son utilisation a titre adjuvant reste débattue mais certaines équipes continuent de ’utiliser
notamment chez les patients avec tres haut risque de récidive (Ki67 > 30%, résection R1, stade
IV...). De plus une étude rétrospective récente a montré pour la premiere fois un bénéfice de la
chimiothérapie adjuvante sur la survie sans récidive et la survie globale?®*. L’é¢tude ADIUVO2
(NCTO03583710), dont la fin est planifiée pour 2025, vise a apporter une réponse concernant le
bénéfice de la chimiothérapie adjuvante chez les patients opérés a trés haut risque de récidive.
Dans I’attente des résultats de cette étude, la chimiothérapie est recommandée :

e en 1°¢ ligne chez les patients métastatiques au diagnostic

e en cas de récidive < 6 mois

e chez les patients métastatiques progressant sous mitotane en monothérapie.
Toutefois, son bénéfice clinique reste décevant?®, ce d’autant que le seul essai randomisé
concernant la chimiothérapiec EDP (I’essai FIRM-ACT) montre une amélioration de la survie
sans progression sans amélioration de la survie globale!®.
La gemcitabine associée & du 5-fluorouracile ou de la capecitabine a été évaluée en 1° et 26™®
ligne et a montré des résultats modérées avec un taux de controle de la maladie variant de 30 a
469%2%32%4 e témozolomide a montré un taux de contrdle modeste de I’ordre de 36%2%. Dans
les 3 études, la médiane de survie globale était inférieure a 1 an.
Plus récemment, la chimiothérapie intra-péritonéale par doxorubicine et cisplatine, a titre
adjuvant stade ENSAT Ill et IV ou curatif chez des patients ayant récidivé, a été évaluée de

facon rétrospective, avec des résultats plutot intéressants en traitement adjuvant°,



- Les thérapies ciblées et les immunothérapies ont révolutionné la prise en charge de
nombreux cancers. La rareté du CCS limite les essais de grande ampleur pour évaluer ces
nouvelles thérapies.
Les résultats des inhibiteurs de tyrosine kinase et du VEGF sont trés décevants?®-21%, Les CCS
ont une surexpression d’IGF2 dans 80-90% des cas : les thérapies ciblées touchant cette voie
de signalisation semblaient donc prometteuses. Malheureusement, 1’essai randomisé
GALACCTIC testant I’efficacité du linsitinib, un inhibiteur de ’Insulin-like Growth Factor 1
Receptor (IGF1R), versus placebo n’a pas montré de différence dans la survie sans progression
ni dans la survie globale entre les 2 groupes®!*.
Les immunothérapies, ou « checkpoint inhibitors », comprennent deux principales classes
médicamenteuses : les inhibiteurs de Programmed cell Death protein 1 (PD-1) et de son ligand
(PD-L1) et les inhibiteurs de Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4). Les anti-PD-
1/PDL-1 sont les plus testés, sur de petits groupes de patients et ont montré des taux de réponse
entre 6 et 36%, sans aucune corrélation avec le statut PD-L1 des tumeurs?*2. Le plus grand essai
concernait I’ Avelumab et incluait 50 patients : la survie sans progression était de 2.6 mois et la
survie globale de 10.6 mois. Les inhibiteurs de CTLA-4 ont été testés en combinaison avec un
inhibiteur de PD-1, le nivolumab, dans 2 essais. Le premier essai, sur 6 patients affichait un
taux de réponse de la maladie de 33%, dont 1 réponse métabolique compléte?*®. Le second
essai, sur 19 patients, montrait un taux de réponse de 6%?2'.
Si les résultats globaux sont décevants, il n’empéche qu’a 1’échelle individuelle, certains
patients sont d’excellents répondeurs®®®, et qu’il est donc nécessaire de comprendre le profil de
ces patients pour leur proposer ces traitements.
- Les autres traitements médicamenteux utilisés et recommandés comprennent :

e les médicaments a visée de controle de I’hypersécrétion hormonale (inhibiteurs de la

stéroidogenése ou antagoniste des récepteurs stéroidiens, Spironolactone,

antiandrogenes), dans I’attente de I’efficacité du mitotane.
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e les médicaments visant a prévenir les complications des hypersécrétions hormonales,
par exemple les anticoagulants, la prophylaxie contre Pneumocystis Jirovecci, le
potassium oral...

e les médicaments anti-ostéoporotiques dans le cas de métastases osseuses.

3.6.3 Traitements locorégionaux

- La radiothérapie peut étre utilisée a titre adjuvant ou a titre palliatif pour traiter des
symptomes locaux en lien avec des métastases, notamment osseuses ou cérébrales. Son
utilisation a titre palliatif ne fait pas débat et est recommandeée, avec une décision individuelle
pour chaque patient.

En revanche, a titre adjuvant, les études sont plus nuancées, avec des effets controversés sur les
récidives locales, sur la survie globale ou la survenue de métastases a distance?®22°, De fait,
I’ESE n’a pas adopté de position consensuelle quant a son utilisation a titre adjuvant. Toutefois,
il est suggéré de ne pas ’utiliser chez les patients stade I et II, avec résection tumorale compléte
(RO). La radiothérapie peut toutefois étre envisagee chez les patients stade 11l ou chez les
patients R1 ou Rx.

- Les autres traitements locorégionaux comprennent la thermoablation (radiofréquence,
micro-ondes, ultrasons ou cryoablation) et les traitements par embolisation
(chimioembolisation ou radioembolisation). Ces traitements n’ont jamais été évalués dans une
étude randomisée et les quelques études publiées sont des études rétrospectives basées sur
I’expérience du centre. Toutefois, ces études ont montré ’intérét de ces traitements chez les

patients oligométastatiques??:?22, avec une survie a 5 ans pouvant atteindre 59%22,
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3.7 Altérations génomiques et moléculaires dans le CCS
Face aux options thérapeutiques limitées, une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires qui sous-tendent la physiopathologie du CCS est indispensable. Plusieurs études
ont caractérisé les altérations génomiques et moléculaires des CCS, mais chaque étude se
focalisait sur une altération ou une mutation en particulier. Deux grandes études pan-
génomiques intégrées, réalisées par Assié et al.??* et Zheng et al.??® ont nettement clarifié la
génomique du CCS.

3.7.1 Altérations génomigues : mutations somatiques et pertes d’hétérozygotie

Outre les syndromes de prédisposition génétique évoqués en 3.2, les CCS présentent de
nombreuses mutations somatiques. On peut citer les mutations concernant TP53, les mutations
de la voie Wnt/p-Caténine et les mutations de genes impliqués dans le remodelage de la
chromatine (Figure 10). On peut également citer la perte d’hétérozygotie du locus 11p15,
aboutissant a une surexpression d’IGF2. Les premicres études portant sur la génomique des
CCS ont montré qu’il existait une perte d’hétérozygotie sur les locus 11p, 13q et 17p?%°.
L’analyse de ces différents locus a amené a la découverte de mutations somatiques de certains
geénes. De plus les analyses d’exomes entiers ainsi que les analyses intégrées pan-génomiques
sur de trés larges cohortes de CCS ont permis de mieux définir la prévalence d’anomalies
mutationnelles et chromosomiques des génes déja identifiés.

- Perte d’hétérozygotie du locus 17p13 et mutations de TP53 : la perte d’hétérozygotie du
locus 17p13 est présente entre 84 et 100% des CCS?7228 Cette perte d’hétérozygotie a été
démontrée comme étant un facteur indépendant de prédiction de la récidive tumorale dans une
large cohorte, mais qui comportait a la fois des CCS et des tumeurs localisées bénignes??®. Ce
constat a amené a 1’identification plus tardive de mutations somatiques du gene suppresseur de
tumeur TP53, localisé en 17p13. En effet, des mutations somatiques de ce géne avaient déja été
décrites dans d’autres cancers et des mutations germinales avaient déja été identifiées dans le
syndrome de Li-Fraumeni. Bien que le taux de mutation de TP53 ne soit pas corrélé avec le

taux de perte d’hétérozygotie'®, il a été confirmé que des mutations somatiques de TP53 étaient



présentes chez 17 & 27% des patients!®?2°, es analyses pan-génomiques ont permis de montrer
que les anomalies de TP53 étaient présentes dans 16 a 21% des CCS et qu’il s’agissait
majoritairement de mutations somatiques plutdt que d’altération du nombre de copies?2422>2%0,
Elles ont ¢également permis de mettre en évidence des anomalies d’autres genes en amont de
TP53 sur la voie de signalisation p53/Rb, notamment de CDKN2A. Enfin, il a été montré que
les mutations de TP53 sont associées au mauvais pronostic!%®224225,

- Mutations de la voie Wnt/p-Caténine : la voie de signalisation Wnt/p-Caténine et son
fonctionnement seront détaillés dans le chapitre IV. Nous aborderons ici uniquement les
mutations connues, sans expliquer précisément le réle des composants de cette voie. Les
mutations de CTNNB1 (gene codant la B-Caténine) concernent 16 a 30% environ des
CCS87194.195 | existe plusieurs mutations somatiques de CTNNB1 aboutissant a une
stabilisation de la protéine B-Caténine. La plupart de ces mutations concernent 1’exon 3, avec
notamment une substitution d’acide aminé au niveau de la Sérine 45 (S45P, S45Y, S45F,
S45A), mais aussi au niveau de la sérine 37 (S37C) et de la thréonine 41 (T41A). Les études de
génomiques intégrées et de séquencage d’exome ont montré que 10 a 16% des CCS présentaient
une altération de CTNNB1224225230 Tout comme pour TP53, il s’agit plutét de mutations
somatiques que d’altérations du nombre de copies.

En revanche, une proportion plus élevée de CCS, environ 40-77%%71% présente une
accumulation diffuse cytoplasmique et nucléaire de B-Caténine, suggérant que d’autres facteurs
de la voie sont impliqués et aboutissent a une stabilisation de la B-Caténine. En effet, il a été
montré un peu plus tard qu’il pouvait exister des mutations somatiques d’APC dans le
CCS%2% | es études pan-génomiques ont permis de montrer que les mutations d’ APC étaient
finalement marginales, de 1’ordre de 2-3%. Elles ont cependant permis d’identifier des
anomalies d’un nouvel acteur clé de la voie Wnt/B-Caténine : Zinc And Ring Finger 3 (ZNRF3),
une E3 ubiquitine ligase agissant comme un co-répresseur de la voie Wnt/B-Caténine. De fagon
intéressante, les anomalies de ZNRF3 sont en grande majorité des anomalies du nombre de

copies (délétion homozygote), plutdt que des mutations somatiques. Ces anomalies sont
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présentes dans 19 a 21% des CCS, ¢’est-a-dire en plus grand nombre que les mutations de la p-
Caténine elle-méme. Par ailleurs, les mutations de CTNNB1 et de ZNRF3 semblent
mutuellement exclusives.

Il est & noter que les mutations de la p-Caténine sont présentes également dans les tumeurs
bénignes!®’ 23223 Toytefois, I’immunomarquage p-Caténine est plutot focal dans les tumeurs
bénignes alors qu’il est diffus dans les CCS*®’. Cela suggére un role important de la B-Caténine
dans la tumorigenése surrénalienne, mais son implication dans un phénotype malin doit étre
associée a d’autres évenements. Ceci est renforcé par le fait que les souris mutées pour
CTNNB1 au niveau surrénalien développent systématiqguement des hyperplasies
surrénaliennes, mais que peu d’entre elles développent un CCS?,

Enfin, il est aujourd’hui clair que les mutations de la B-Caténine elle-méme ou d’autres
composants de la voie Wnt/B-Caténine, ainsi que le marquage nucléaire B-Caténine sont
associés au mauvais pronostic194195.224:225.230,234

- Perte d’hétérozygotie du locus 11p15 et surexpression d’IGF2 : la perte d’hétérozygotie
du locus a empreinte parentale 11p15 a éteé initialement décrite chez 66 a 83% des patients
atteints de CCS?282352% en lien majoritairement avec une disomie paternelle (perte de ’alléle
maternel et duplication de 1’all¢le paternel). Comme pour TP53, un lien a été recherché entre
cette perte d’hétérozygotie et IGF2, un gene localisé dans ce locus. En effet, I’implication
d’IGF2 était déja connue dans d’autres cancers pour son role dans la prolifération, sa
surexpression dans le syndrome de Beckwith Wiedemann avait déja été décrite et il était connu
qu’IGF2 était fortement exprimé dans la surrénale feetale alors que trés peu chez 1’adulte. 1l a
d’abord été montré que les CCS exprimaient 10 fois plus d’ARN messager (ARNm) d’IGF2
que les surrénales adultes normales, alors que les tumeurs bénignes exprimaient des niveaux
d’ARNm équivalents a la surrénale normale®®. Il a ensuite été montré que la perte
d’hétérozygotie du locus 11p15 aboutissait a la surexpression d’IGF2 dans 83 & 93% des cas de

CCS versus environ 9 a 30% dans les tumeurs bénignes?28.23%:236,



Du fait de sa forte expression dans les CCS, il semblerait que la surexpression d’IGF2 soit une
condition nécessaire & la carcinogenése surrénalienne. Toutefois, la surexpression seule d’IGF2
aboutit a une hyperplasie de la zone fasciculée voire a des adénomes, mais tres peu a la
formation de CCS'%238.23% 1 3 surexpression d’IGF2 seule est donc insuffisante pour expliquer
le phénotype malin des CCS.

- Anomalies du remodelage de la chromatine et de la maintenance des
télomeéres?24225:230.240 - |as études pan-génomiques déja citées ont également permis d’identifier
des anomalies de nouveaux geénes. Des amplifications de TERT, géne responsable d’une
activation de la télomérase, impliquée dans le maintien de la longueur des chromosomes, sont
décrites dans 6 a 30% des cas. Une activation aberrante de TERT est décrite dans le processus
d’immortalisation des cellules cancéreuses. Des mutations de DAXX et ATRX, tous deux
impliqués dans le remodelage de la chromatine au niveau télomérique, ont également été
décrites dans 3 a 6% des cas. Les mutations de ces genes sont responsables d’une instabilité
génétique. Enfin, des mutations de MEN1 ont été retrouvée dans 7% des cas. MEN1 peut
interagir avec I’ADN polymérase II et d’autres complexes multiprotéiques impliqués dans le

remodelage de la chromatine.

APC
2-3%
Voie de signalisation CTNNB1
Wat/B-Cat 10-16%
ZNRF3

19-21%
CDKN2A TP53
11-16% 17-27%
TERT
6-30%
Remodelage de la
chromatine / DAXX ATRX
maintenance des 3-6% 4%
MEN1
7%

Figure 10 : Principales mutations somatiques identifiees dans le CCS
D’apreés Assié et al, Nat Genet, 2014 ; Juhlin et al, J Clin Endocrinol Metab, 2015 et Zheng et al, Cancer Cell,
2016

télomeéres
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Au total, il a été établi que 92% des CCS avaient au moins une mutation somatique?*, avec en
moyenne 0.5 & 1 mutation somatique / Mb?*. Au-dela de ces mutations, des anomalies du
nombre de copies sont fréquentes, touchant souvent des bras chromosomiques entiers. Ceci a
amené Zheng et al.?® & proposer un clustering des tumeurs selon leurs altérations
chromosomiques a 1’échelle des bras chromosomiques entiers. Ainsi, le sous-type
« Chromosomal » représente 61% des tumeurs et correspond au groupe avec la plus grande
fréquence d’altérations chromosomiques (notamment délétion ou gain de bras entier de
chromosome). Le sous-type « Quiet » représente 9% des tumeurs et présente peu d’altérations
chromosomiques. Enfin le sous-type « Noisy » est caractérisé par des altérations
chromosomiques anarchiques et nombreuses, ainsi qu’une perte du chromosome 1p : il
représente 30% des tumeurs et est associé a une moins bonne survie que les deux groupes

précedents (Figure 11).
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Figure 11 : Courbe de survie selon le profil d'altération chromosomique
Adapté de Zheng et al, Cancer Cell, 2016

3.7.2  Transcriptome

De nombreuses équipes ont étudié le transcriptome des tumeurs surrénaliennes et en particulier
des CCS, ce qui a permis 1’élaboration de clustering non-supervisé des CCS, corrélé a leur
pronostic en terme de survie globale et / ou sans réecidive. Les études les plus connues sont

celles de Giordano®*!, de de Reyniés®??, d’Assié?** et de Zheng??® (Figure 12).



L’analyse transcriptomique de Giordano a permis de différencier 2 sous-groupes de CCS: le
cluster C1 correspond a des tumeurs de haut grade, de mauvais pronostic, avec un
enrichissement en génes impliqués dans la prolifération cellulaire ; le cluster C2 correspond a
des tumeurs de bas grade, de meilleur pronostic.

L’analyse transcriptomique de de Reyni¢s a permis d’identifier 2 sous-groupes, C1 et C2,
correspondant aux tumeurs malignes et bénignes respectivement. Le cluster malin C1,
représentant les CCS, est lui-méme sous-divisé en cluster C1A, de mauvais pronostic, et C1B,
de bon pronostic. Le cluster C1A est enrichi en génes impliqués dans la transcription et le cycle
cellulaire tandis que le cluster C1B est enrichi en génes impliqués dans le métabolisme
cellulaire, le transport intracellulaire, I’apoptose et la différenciation cellulaire. Ces analyses
ont permis d’identifier BUB1B et PINK1 comme marqueurs pronostiques combines pour la
survie (niveau d’expression en RT-qPCR de ACT(BUB1B)-ACT(PINK1)). Ces données
transcriptomiques ont été approfondies et enrichies par I’analyse de génomique intégrée de
Assié et al. sur la cohorte ENSAT??*, qui a confirmé I’intérét du clustering C1A et C1B.
L’analyse transcriptomique de Zheng et al. (cohorte TCGA) a permis d’identifier 2 clusters
nommes « steroid-high » et « steroid-low », eux-mémes sous-divisés en 2 sous-types en
fonction de la prolifération, soit 4 clusters au total. Le sous-type « steroid-low » est de meilleur
pronostic que le sous-type « steroid-high ». A signature stéroide équivalente, le sous-type « +
prolifération » est de moins bon pronostic. Ces clusters recoupent quasi parfaitement les
clusters C1A et C1B : en particulier, le phénotype « steroid-low » correspond au cluster C1B
tandis que les phénotypes « steroid-high », « steroid-high + prolif » et « steroid-low + prolif »,
correspondent au cluster C1A (avec quelques exceptions classées C1B).

La principale limitation de la réalisation de transcriptome a grande échelle est la nécessité
d’obtenir des tissus tumoraux congelés de bonne qualité, nécessitant la mise en place d’un
circuit clinique dédié. Ce circuit est souvent difficile a mettre en place, d’autant plus dans les
CCS, qui sont peu fréquents. 11 a été récemment montré que 1’étude du transcriptome pouvait

étre réalisé sur du tissu inclus en paraffine, beaucoup plus facile a conserver et a obtenir :
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I’analyse de ces tissus a permis de classer correctement les patients en cluster C1A et C1B, avec

243

une bonne valeur pronostique pour la survie globale et sans progression-*°.
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Figure 12 : Courbe de survie globale en fonction de la classification basée sur le

transcriptome

(A) présente les résultats pour Giordano et al, Clin Cancer Res, 2009
(B) présente les résultats pour de Reyniés et al, J Clin Oncol, 2009
(C) présente les résultats pour Zheng et al, Cancer Cell, 2016

3.7.3 MiRnome

La biogenese des miRs et leur role sera présentée dans la partie I11 de cette introduction.

De nombreuses études ont étudié le miRnome des tumeurs corticosurrénaliennes?*2%1, Certains

miRs permettent de différencier tumeurs bénignes et malignes, tandis que d’autres ont une

valeur pronostique dans les CCS. Toutefois, les études utilisent des techniques tres variables,

les cohortes sont parfois petites, les résultats parfois contradictoires et tous les miRs identifiés



n’ont pas été validés par RT-qPCR. Ces différentes études ont été analysées au sein de la revue
de N. Cherradi en 2015%2, Ainsi, miR-483-5p, miR-483-3p, miR-210 et miR-503 sont
surexprimeés au niveau tumoral dans les tumeurs malignes versus les tumeurs bénignes ou la
surrénale normale, tandis que miR-195 et miR-335 sont sous-exprimés. Par ailleurs, le niveau
de miR-483-5p a été déterminé comme étant un marqueur de malignité au niveau
circulant?46:253-2%5,
Les analyses pan-génomiques ont également permis de classer les CCS selon leur miRnome.
En particulier, Assié et al. ont identifié 3 clusters de miRs, le cluster Mil étant associé au cluster
C1B de bon pronostic et le cluster Mi3 étant associé au cluster C1A, de mauvais pronostic
(Figure 13). Le cluster M2 etait retrouve a la fois dans les CCS de type C1A et C1B. De facon
intéressante, le cluster Mil était celui qui présentait le plus de difference avec la surrénale
normale : il est notamment caractérisé par une surexpression des miRs du cluster Xq27.3 et une
sous-expression du cluster de miRs DLK1-MEG3 (locus 14932). Zheng et al. ont identifié 6
clusters de miRs (Figure 13) : MiRNA 5 était caractérisé par une abondance des miRs du cluster
X(q27.3 et était associé avec le phénotype « steroid-low » ; MiRNA 4 est caractérisé par une
surexpression des miRs du locus 1432 et une sous-expression des miRs du cluster Xg27.3 ;
enfin MiRNA 3 était caractérisé par une faible abondance des miRs du cluster Xg27.3 et une
expression modérée des miRs du cluster 14g32 et est associé au phénotype « steroid-high +
prolif » ainsi qu’au cluster C1A.

3.7.4 Méthylome
La méthylation est une modification épigénétique permettant de réguler I’expression des génes
sans modifier la séquence ADN. Elle joue un réle clé dans le développement, le phénoméne
d’empreinte parentale et la cancérogenése. Un geéne hyperméthylé sera moins transcrit et donc
moins exprimé. Cette méthylation s’effectue principalement au niveau de zones promotrices de
genes, riches en cytosine et en guanine, et appelées « Tlots CpG ».
Les études du méthylome ont montré que les CCS étaient globalement hyperméthylés par

rapport aux tumeurs bénignes®®. Ces tumeurs hyperméthylées sont désignées sous le nom de
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« CpG Island Methylator Phenotype » (CIMP). Toutefois, il existait différents profils de
méthylation des CCS. Les CCS non-hyperméthylés, ou non-CIMP, exprimaient un profil de
méthylation qui ne différait que trés légerement de la surrénale normale. Les CCS
hyperméthylés CIMP était trés significativement hyperméthylés par rapport a la surrénale
normale et aux CCS non-CIMP. Au sein des CCS-CIMP, deux sous-groupes pouvaient étre
identifiés selon qu’ils soient trés hyperméthylés (CIMP-high) ou moins hyperméthylé (CIMP-
low). Le profil de méthylation était un facteur pronostic de survie, les CCS CIMP ayant un
moins bon pronostic que les non-CIMP et en particulier les CCS CIMP-high?®®. Dans 1’étude
pan-génomique de Assié et al., le groupe C1B ne comportait que des tumeurs non-CIMP tandis
que le groupe C1A comprenait des tumeurs présentant de maniére équivalente les 3 profils de
méthylation (Figure 13). Ces constatations ont ét¢ confirmées dans 1’é¢tude de Zheng et al
(Figure 13).

3.7.5 Classification moléculaire intégrée : valeur pronostique

Une meta-analyse sur les patients de la cohorte ENSAT et TCGA basé sur le profil
transcriptomique C1A/C1B, le profil d’altération chromosomique (Noisy vs
Chromosomal/Quiet) et sur le profil de méthylation (CIMP vs non-CIMP) a abouti a la
classification des patients en trois groupes moléculaires : Al, A2 et A3-B, avec des pronostics
de survie trés différents (respectivement 9%, 45% et 82% de survie 5 ans, p < 0.001)%’. Cette
classification génomique, dite pangénomique 3-D, était également le seul facteur prédictif
indépendant de survie sans progression pour les patients avec un stade ENSAT localisé. Une
analyse plus ciblée 3-D a été effectuée ou les marqueurs de I’analyse 3D-pangénomique étaient
récapitulés par des marqueurs « simplifiés » : ainsi, le transcriptome était récapitulé par la

signature BUB1-PINK1, le profil de méthylation par 4 genes (PAX5, GSTP1, PYCARD et
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Figure 13 : Caractérisation pan-génomique des CCS
Adapté de Assié et al, Nat Genet, 2014 et Zheng et al, Cancer Cell, 2016

(A) présente les résultats de 1’analyse intégrée des différentes caractéristiques génomiques selon le sous-type
de CCS (C1A et C1B).

(B) présente les résultats de l’analyse intégrée a partir du nombre de copies d’ADN (texte noir), du
transcriptome (texte rouge), de la méthylation de I’ADN (texte bleu) et de I’expression des miRs (texte violet),
aboutissant a la division entre 3 clusters de clusters. Les barres noires représentent la présence de la
caractéristique étudiée, les barres bleues son absence. Une barre blanche indique une donnée non disponible.
Le sous-groupe « CIMP-intermediate » de Zheng correspond au « CIMP-low » de Assié ; le groupe « CIMP-
low » de Zheng correspond au groupe « Non-CIMP » de Assié.

PAX6) et les altérations chromosomiques par le statut mutationnel. Cette classification
simplifiée était concordante avec 1’analyse pan-génomique et constituait un facteur indépendant
de pronostic. Par ailleurs, la classification moléculaire était plus discriminante pour le pronostic

que les parametres pronostiques cliniques ou pathologiques. Le meilleur résultat concernant la
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prédiction du pronostic était obtenu en combinant la classification moléculaire, le stade ENSAT

et I’index de prolifération.

En conclusion, le CCS est une tumeur rare de mauvais pronostic, avec des options
thérapeutiques limitées. Pour I’heure, les thérapies ciblées et immunothérapies qui ont
révolutionné la prise en charge des autres cancers ont démontré peu d’effet sur le CCS.
La caractérisation des différentes altérations somatiques, mais surtout ’avénement des
études omiques, notamment les études pan-génomiques intégrées ont permis une avancée
majeure dans la compréhension de la physiopathologie du CCS. En particulier, ces
analyses ont permis d’identifier les altérations de la voie Wnt/g-Caténine comme étant
présente dans pres de 40% des CCS, devant les mutations de TP53. Elles ont également
permis de distinguer des profils d’expression distincts de microARN entre les tumeurs de
bon et mauvais pronostic. Enfin, elles ont permis de proposer de nouveaux marqueurs

pronostiques pour la survie globale et la survie sans progression.



Toutes les cellules d’un méme individu ont le méme génome. Cependant, afin de garantir le
bon développement de 1’organisme, la spécialisation des différents types cellulaires, ou encore
I’adaptation a des stress environnementaux, les génes vont s’exprimer différemment selon le
type cellulaire et les différents signaux extérieurs recus par la cellule. La régulation de
I’expression des genes est donc extrémement importante et soumise a des mécanismes de
controle fins. Ces mécanismes peuvent €tre mis en jeu a toutes les étapes de I’expression
génique, allant de la transcription, la maturation et la stabilité des ARNm, a leur traduction, et
aux modifications post-traductionnelles des protéines produites.

Un des mécanismes de régulation des geénes est I’interférence par I’ARN. Ce chapitre décrit
brievement ce concept, puis se concentre sur un mécanisme particulier d’interférence par

I’ARN qui fait intervenir les microARN (miRs).

1. Interférence par ’ARN
Les prémices du concept d’interférence par I’ARN (ARN1) ont été décrits pour la premiére fois
dans une étude de 1984 qui montrait qu’une molécule d’ARN non codant (ARNnc) d’environ
100 nucléotides était capable de s’hybrider en une structure tige-boucle sur une séquence
complémentaire d’ARNm et d’inhiber sa traduction dans la bactérie Escherichia Coli®®®, Puis
en 1990, il a été montré que I’injection d’un transgene exogéne dans des pétunias pouvait
réprimer I’expression d’un géne cible a 1’échelle post-transcriptionnelle®®. Le concept d’ ARNi
a été formellement décrit en 1998 par Fire et al.?*° dans le nématode Caenorhabditis elegans
(C. Elegans) : I’injection d’un ARN double brin (mais pas d’un ARN simple brin sens ou anti-
sens) a permis de diminuer spécifiquement 1’expression d’'un ARNm mature cible sans affecter
les autres ARNm. Ce n’est que plus tard que le mécanisme d’ARNi a été élucidé, impliquant

des ARN double brin transformés en ARN intermédiaires plus courts et plusieurs acteurs
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protéiques dont la ribonucléase de type Il Dicer et le complexe RISC (RNA-induced silencing

complex) contenant notamment la protéine Argonaute 2 (Ago 2).261:262

Le mécanisme d’ARNi est médié par deux types de petits ARNNc, de 20 & 25 nucléotides?®%263

(Tableau 14 et Figure 14) :

les microARN (miRs, miRNA), générés a partir de précurseurs double brin repliés en
structure tige-boucle, de complémentarité imparfaite.

les « petits ARN interférents », de 1’anglais « small-interfering RNA » ou SiRNA,
générés a partir de précurseurs double brin, avec ou sans structure tige-boucle, de

complémentarité parfaite.

Ces deux types d’ARNnc peuvent étre d’origine exogeéne ou endogene :

Dans la littérature, le terme miR ou miRNA réfere au microARN endogéne. Le terme
de miR « mimic » est utilisé pour désigner un miR d’origine exogéne synthétique.

Le terme SiRNA est plutdt appliqué a des siRNA exogeénes transfectés dans les cellules
mais les siRNA pourraient étre générés de facon endogene (endo-siRNA), notamment
chez C. Elegans ainsi que la Drosophile?®®2%5, La principale limitation des siRNA
exogenes est leur manque de stabilité : la répression de leur géne cible est donc limitée
dans le temps.

Pour pallier cette limitation, des vecteurs viraux exprimant des « short-hairpin RNAs »
(ShRNAS) ont été mis au point pour réprimer de fagon stable 1’expression d’un géne
cible®®. Un shRNA est une duplication en tandem avec répétition inverse de 50 a 70
nucléotides dont la transcription conduit a la production d’un ARN double brin sous
forme d’épingle a cheveux qui sera clivé par Dicer en siRNA. L’intégration de la
cassette d'expression du shRNA dans les cellules transduites par des particules virales
permet une expression continuelle du shRNA. En fonction du vecteur viral, le SARNA
est soit intégré au génome (lentivirus), soit présent a 1’état épisomal (adénovirus, pas
d’intégration au génome)?®’. Les shRNA peuvent également étre introduits dans les

cellules via des plasmides d’expression avec un gene de résistance permettant la



sélection des cellules ayant intégré le plasmide : dans ce cas, le plasmide est présent a

I’état épisomal, non intégré au génome. Plusieurs types structuraux de shRNA ont été

générés, selon qu’ils sont transcrits par I’ARN polymérase (ARN pol)-1I ou 111%%8, De

plus, ’expression des shRNA dans la cellule peut étre modulée par 1’inclusion d’un

systeme inductible dans le vecteur d’expression.

Endo-siRNA miR siRNA shRNA
Origine Endogéne Endogéne Exogéne Exogéne
- Noyau (intégré au
Localisation ,
S Noyau Noyau Cytoplasme genome ou
initiale Ani
épisomal)

Structure des

Tige-boucle de
complémentarité
parfaite (le plus

Tige-boucle de
complémentarité

Double brin sens /

Tige-boucle de
complémentarité

précurseurs fréquent) ou ARN . . anti-sens .
. imparfaite parfaite
double brin sens /
anti-sens
Expression ARN polymérase I1 ARN polymérase |1 Transfect]on ARN polymérase Il
ou Il cytoplasmique ou Il
Prise en charge Drosha ou pas selon
de_s m!Rs / Drosha / le type de ShRNA
primaires
Prise en charge
dans le Dicer Dicer Dicer Dicer
cytoplasme
Sélection du brin Argonaute Argonaute Argonaute Argonaute
Imparfaite la
Complémentarité . plupart du temps . .
avee PARNm Parfaite mais peut étre Parfaite Parfaite
parfaite
- Clivage de ’ARNm
M;,(;irt]il(s)rl?e Clivage de ’ARNm ou répression de la | Clivage de ’ARNm | Clivage de ’ARNm

traduction

Tableau 14 : Les différents acteurs du systéme d’interférence par ’ARN

95



96

shRNA exogéne
Vecteur viral

miR Endo-siRNA

Transcription (ARN pol II)

1
* Y Transcription (ARN pol II ou IIT)

/
Lt @ %Pré-mik (mmIm;

siRNA : structure
Exporti
O cher /

tige boucle ou ARN
double brin
\,sﬂ Dicer)
TRBP,

| = O 2%\‘6

\ T
\TRB go2

Complexe RISC | (0 JAg02 / p—

TRB
1cer Sélection du brin guide l})lcer

par Ago2 b\’\»

ﬁ;r/ 2
&

siRNA exogéne

Appariement imparfait avec
I'ARNm : répression de la

Appariement parfait
traduction
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Figure 14 : Biogenése des différents systémes d’interférence par I’ARN

Adapté de Sontheimer et Carthew, Cell, 2005 ; de Fire et Mello, nobelprize.org, 2006 ; de Fellmann et
Lowe, Nat Cell Biology, 2014, de Cherradi et al, Front Endocrinol (Lausanne), 2015

ARN pol : ARN polymérase ; TRBP : trans-activation-responsive RNA-binding protein
La machinerie permettant la biogenese des endo-siRNA et des miRs posséde des éléments communs :
transcription par I’ARN pol, export par I’Exportin-5, clivage par le complexe Dicer-TRBP et sélection

du brin guide au sein du complexe RISC. Quelques différences subsistent, certaines restant
controversées : (1) la biogenése des endo-siRNA peut se faire & partir d’une structure tige-boucle, d’une
structure d’ARN double brin classique sans tige-boucle ; (2) la biogenése des endo-siRNA ne fait pas
intervenir Drosha ; (3) le précurseur du siRNA est beaucoup plus long que celui du miR, de telle sorte
que le clivage par Dicer aboutit a la formation de plusieurs siRNA double brin a partir d’un seul
précurseur, alors que pour les miRs, un précurseur aboutit a la formation d’un seul miR double brin



2. Les microARN
Le premier miR a été identifié en 1993 par deux équipes chez C. Elegans : les auteurs avaient
montré que lin-4, un petit ARN qui ne codait pas pour une proteine et dérivant d’un précurseur
d’environ 65 nucléotides avec une forme de tige-boucle, se liait au gene lin-14, réprimant ainsi
sa traduction®®®2®. La fonction de régulation de I’expression génique par les miRs,
I’identification de clusters de miRs, la notion de distribution tissu-spécifique et leur
conservation inter-especes n’a toutefois été formellement décrite qu’en 2001, dans 3 articles
parus dans la méme édition de Science?’*-%"3, Ces 3 articles fondateurs consacrent également le
nom de « microARN » et la dénomination de miR-X pour les désigner. Depuis, la recherche
sur les miRs a littéralement explosé : la recherche du mot clé « microRNA » dans PubMed
aboutit & 15 045 résultats entre 2001 et 2011 versus 130 120 résultats entre 2012 et 2022 ! A ce
jour, chez ’'Homme, 1967 miRs précurseurs et 2954 miRs matures ont ¢été identifiés.
L’ensemble de leur caractéristiques (séquence, localisation chromosomique,...) sont répertoriés

sur le site miRbase (https://mirbase.orq).

2.1 Nomenclature?’4-276
L’identification et la nomenclature des miRs ont fait I’objet de plusieurs publications pour
donner des criteres précis de définition de ce qu’est un miR (notamment pour le différencier
d’un endo-siRNA) (Tableau 15) et de nomination?’*. Ainsi, les microARN doivent &tre nommés
en utilisant le préfixe « miR- » suivi d’un numéro d’identification unique. Le géne qui code
pour le miR utilise le méme préfixe, mais est écrit en italique ou en majuscule selon la
nomenclature en vigueur pour I’espéce. Le numéro d’identification du miR est attribué de facon
séquentielle, les miRs identiques ayant le méme numéro au sein des différentes especes. Les
séquences de miRs identiques de différents loci peuvent recevoir un méme numéro, auquel on
ajoute un suffixe en chiffre : par exemple, miR-6-1 et miR-6-2, se référant au méme miR mature
miR-6. Les séquences de miRs dont les transcrits sont 1égérement différents peuvent également

recevoir le méme numéro, leurs genes étant alors désignés avec un suffixe en lettre : par
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exemple miR-13a et miR-13b chez la drosophile. De plus, il est d’usage de noter le brin (5’ ou
3”) duquel le miR dérive : par exemple, hsa-miR-139-5p est dérivé du brin 5° du miR
précurseur. Enfin, le nom complet du miR est préfixé de 3 lettres indiquant I’espéce, « hsa »
pour Homo sapiens.

Concernant I’identification des miRs, les premiers critéres validés en 2003 ont €té révisés a la
faveur de ’apport des techniques de séquencage®’>2’®. Ces critéres sont amenés & encore
évoluer du fait des découvertes progressives dans le champ des miRs?’®. Notamment, certains
"miR-like", issus d’une biogenése un peu différente de la biogénése classiquement décrite pour
les miRs, peuvent étre acceptés et identifiés en tant que miRs : par exemple, les miRtrons (miRs
dont la biogenése est indépendante de Drosha) ou les miRs de la famille miR-451 (dont la
biogenese est indépendante de Dicer). Ainsi, on estime que 15% des miRs chez 1’humain
dérivent en fait de miRtrons, mais de nombreuses questions restent encore en suspens?’’. Pour

plus de clarté, ces nouveaux types de miRs et leur biogenése ne seront pas abordés dans la these.

2003 : Premiers criteres d’identification des miRs (Ambros et al, RNA, 2003)

Criteres d’expression Critéres de biogénese
A. Détection d’un transcrit  distinct C. Prediction de la forme de tige-boucle du
d’environ 22 nt (méthode d’hybridation, précurseur
habituellement Northern blot) D. Conservation phylogénétique
B. Identification de la séquence dans une E. Détection d’une accumulation du
librairie d’ADN complémentaire précurseur lors de la réduction de la
fonction de Dicer

2014 : Criteres en lien avec 1’apport des techniques de séquencgage (Kozomara et Griffiths-Jones,
Nucleic Acids Res, 2014)

A. Au moins 10 lectures correspondant a chacun des 2 miRs matures possibles, sans
mésappariement
Appariement des 2 miRs matures en un duplex, avec 0 a 4 nt cohésifs (overhang) en 3’
Au moins 50% des lectures pour chaque bras du pré-miR doivent avoir la méme extrémité 5’
L’¢énergie de repliement pour former la structure tige-boucle doit étre inférieure a -0.2
kcal/mol/nt
Au moins 60% des bases du miR mature doivent s’apparier dans la structure tige-boucle
prédite

COow

m

Tableau 15 : Critéres d’identification d’un nouveau miR

2.2 Biogeneése des miRs : voie canonique?’®
La biogenése canonique des miRs fait intervenir plusieurs étapes de clivage et de transport par
différents complexes protéiques (Figure 14). Les miRs matures dérivent d’un microARN

primaire (pri-miR) dont la structure est celle d’une tige-boucle, les deux brins de la tige ayant



une complémentarité imparfaite (Figure 15). Comme les ARNm, le pri-miR posséde une coiffe
7-méthylguanosine (m’G) a son extrémité 5° et une séquence poly(A) a son extrémité 3°. Ces
deux caractéristiques sont essentielles pour la protection et la stabilisation de I’ARN et I’export
de I’ARN du noyau vers le cytoplasme.

Le pri-miR est essentiellement transcrit grace a I’ARN pol-II (plus rarement par I’ARN pol-
[11), initialement sous la forme d’ARN simple brin qui va, par son autocomplémentarité, se
replier sur lui-méme en sa structure tige-boucle caractéristique. Le pri-miR est ensuite chargé
dans un complexe multiprotéique dont les deux acteurs majeurs sont la RNAse de type il
Drosha et la protéine « DiGeorge critical region 8 » (DGRCS8, ou aussi appelée Pasha chez la
mouche)?’®28_ Ce complexe, appelé « complexe microprocesseur » va cliver environ 11 paires
de bases au niveau de la tige du pri-miR, le transformant ainsi en miR précurseur (pré-miR)
d’environ 70 nt. Le pré-miR a la particularité de posséder une extrémité cohesive de 3 a 4 nt
(présence de quelques bases non-appariées qui « dépassent » du fragment d’ARN) a son
extrémité 3’ (Figure 15). Cette extrémité cohésive assure notamment la reconnaisse du pré-miR
par I’Exportin-5, qui permet son export dans le cytoplasme?1282_ Une fois dans le cytoplasme,
le pré-miR est clivé en miR double brin (Figure 15), par la RNAse de type 111 Dicer??, associée
a la protéine « dsRBP trans-activation-responsive RNA-binding » (TRBP)?42%, Ce complexe
va ensuite étre reconnu par la protéine Ago228%28’ aboutissant a la formation du complexe
RISC2, qui va sélectionner un brin « guide », qui deviendra le miR mature. La sélection du
brin guide est basée sur la stabilité des extrémités du miR duplexe : le bras avec I’extrémité 5’
la plus instable est en général celui sélectionné®®®. La sélection du brin peut aussi étre

dépendante du tissu. Le brin « passager » est généralement détruit.
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Figure 15 : Du pri-miR au miR mature simple brin

Il existe différentes organisations des miRs au sein du génome. Dans la grande majorité des cas,
la séquence codante du pri-miR est une séquence intronique au sein d’un autre géne (= 45 a
80% selon les études)?°2%2 mais elle peut aussi étre un géne individuel, étre localisée a une
jonction exon-intron ou étre intergénique. Le plus souvent, les miRs introniques sont co-
transcrits avec leur géne hote et leur expression est corrélée a celle de leur géne hote?%32%,
Toutefois, ils peuvent aussi étre transcrits de maniére indépendante du géne hote?® : il est en
effet estimé que 35% des miRs introniques ont un promoteur spécifique.

Par ailleurs, il existe des régions chromosomiques ou plusieurs pri-miRs sont transcrits
successivement : on parle de cluster de miRs. Dans le cas des clusters, le pri-miR serait alors
une séquence unique, plus longue que les pri-miRs classiques, transcrite sous forme
polycistronique (un ARN unique codant pour plusieurs miRs matures différents)?%, puis clivée

en plusieurs pré-miRs correspondant chacun au futur miR mature (Figure 16).



@ Pri-miR intronique Pri-miR a la jonction exon-intron

.y Ty gy By g

Intron 1 Intron 1
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promoteur spécifique

Promoteur Promoteur

Figure 16 : Localisation génomique des miRs

2.3 Régulation de I’expression des génes par les miRs?’

Les miRs régulent I’expression des geénes au niveau post-transcriptionnel en s’hybridant a une
séquence complémentaire dans la région 3’-non traduite (3°’UTR ou Untranslated Region) de
leur ARNm cible. Des études transcriptomiques ont montré une anti-corrélation entre le niveau
d’un miR et celui de ’ARNm de son géne cible?®. De plus, ’ajout de miR « mimics » (miR
mimétique de synthése) in vitro diminue le taux de I’ARNm cible, et inversement?**%, Enfin,
I’induction de dysfonctionnement dans la biogenése des miRs est associée a une augmentation
des ARNm cibles. Toutefois, les mécanismes exacts de la régulation de I’expression génique
ne sont que partiellement élucidés.

2.3.1 Appariement du miR et de son ARNm cible au sein du complexe RISC3%

Le brin guide sélectionné et intégré au sein du complexe RISC comporte 4 régions, de

I’extrémité 5’ du miR a son extrémité 3’ (Figure 17A) :
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La séquence « graine » (« seed » en anglais) est composée des nucléotides 2 a 7 en 5’
du miR. Le 8™ nucléotide est parfois intégré dans cette séquence « graine », parfois
désignée sous le terme de « séquence graine étendue » ou de « région graine »%%2. C’est
cette séquence qui permet la reconnaissance de I’ARNm cible.

La région centrale s’étend du 9°™ au 12°™ nucléotides et joue un réle dans le clivage
de I’ARNm cible.

La région « supplémentaire », des nucléotides 13 a 17, permet la stabilisation du
complexe miR-ARNm.

La queue, & partir du 18°™ nucléotide, joue un role dans le clivage de I’ ARNm et régule

le recrutement de co-facteurs.

A noter que le premier nucléotide est arrimé dans Ago2 et ne s’apparie donc pas avec I’ARNm

cible. Toutefois, ce premier nucléotide peut parfois se coupler a un residu adénosine de

I’ARNm, appel¢ alors t1A, qui va permettre d’accroitre 1’affinit¢ du complexe RISC pour

I’ARNm cible.

On distingue plusieurs types d’interaction miR-ARNm (Figure 17B)3% en fonction du niveau

de complémentarité. Cette distinction se base sur la composition nucléotidique dite k-mer,

c’est-a-dire une sequence de nucléotides de longueur k. Par exemple, une complémentarité de

3 nucléotides entre le miR et son ARNm cible sera dite 3-mer.

On distingue donc :

L’interaction 8-mer : il s’agit de I’affinité la plus élevée entre un miR et son ARNm,
avec une complémentarité parfaite entre la séquence graine + le 8™ nucléotide + t1A
et ’ARNm.

L’interaction 7-mer-m8 correspond & I’interaction entre la séquence graine + le 8™
nucléotide avec I’ARNm, sans résidu adénosine en position tl. Il s’agit du type
d’interaction le plus fréquent entre miR et ARNm cible.

L’interaction 7-mer-Al correspond a I’interaction entre la séquence graine + t1A et

’ARNm



e [’interaction 6-mer correspond a I’interaction la séquence graine et I’ARNm, sans

résidu adénosine en position t1, ni complémentarité avec le 8™ nucléotide.

@ Schéma des différentes régions d'un miR

Squence grain - Région
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"

r N — — —
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Types d'interactions miR-ARNm
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—

12345678 Efficacité de
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NNNNNNN. . . . .. 7-mer-m8 | +++
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Figure 17 : Types d’interaction miR-ARNmM
(A) Schéma des différentes régions du miR avec de I’extrémité 5 a I’extrémité 3, le 1" nucléotide
permettant 1’arrimage a Ago2, la région graine, la région centrale, la région supplémentaire et la queue.
Adapté de lwakawa et Tomari, Mol Cell, 2022
(B) Types d’interaction entre un miR et son ARNm. Adapté de Bartel, Cell, 2018

D’autres types d’interactions existent, impliquant un appariement imparfait de la séquence
graine avec I’ARNm. Elles ne seront pas détaillées ici, leurs conséquences fonctionnelles étant
peu claires. D’une maniére générale, lorsqu’on parle de complémentarité parfaite entre le miR
et son ARNm, la complémentarit¢ de la séquence graine entiére avec I’ARNm est sous-
entendue. La complémentarité entre la région centrale du miR et I’ARNm n’est par contre pas
systématique et la complémentarité parfaite implique une complémentarité au niveau de
I’ensemble des nucléotides de cette région avec I’ARNm cible.

Outre le nombre de nucléotides interagissant avec I’ARNm, un autre facteur intervient dans
I’action du miR sur son ARNm : son positionnement au niveau de I’ARNm. Dans la grande

majorité des cas, le miR va se fixer dans la région 3°’UTR de son ARNm cible, I’efficacité de
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I’interaction dépendant de plusieurs caractéristiques, telle que la position a au moins 15
nucléotide du codon STOP3%, Toutefois, il a été montré qu’il pouvait se fixer en 5° UTR ou sur
les « open reading frame » (ORF)®*®, méme s’il semblerait que dans ce cas, I’action du miR soit
moins efficace.

2.3.2 Répression traductionnelle et déstabilisation de I’ ARNm (déadénylation)

C’est le mécanisme de régulation de ’expression des génes par les miRs le plus fréquent chez
les animaux. Le mécanisme le plus communément accepté au sein de la communauté
scientifique est que la répression de la traduction de I’ARNm est suivie de sa dégradation3%6-308
(Figure 18). Mais des zones d’ombres subsistent : les deux mécanismes ne sont pas
mutuellement exclusifs, peuvent survenir simultanément ou non.
Comme déja mentionng, les ARNm possédent une coiffe m7g a I’extrémité 5’ et une queue
poly(A) a leur extrémité 3°. Ces deux régions leur permettent de recruter la Cytoplasmic
poly(A)-binding protein (PABPC) au niveau de la queue poly(A) et le complexe Eukaryotic
Translation-Initiation Factor (elF)4F au niveau de la coiffe. Le complexe elF4F inclut
notamment 3 éléments : la protéine eIF4E qui s’attache a la coiffe, la protéine d’échafaudage
elF4G et I’ARN hélicase elF4A. L’interaction PABPC/elF4F protege I’ARNm de la
dégradation et lui permet d’étre traduit plus efficacement, en lui conférant une structure
circulaire favorisant I’interaction avec les ribosomes.
- Répression de la traduction : le mécanisme exact reste débattu. Plusieurs hypothéses co-
existent, notamment celle d’un déplacement de PABPC, le recrutement d’inhibiteurs de e[F4E
ou elF4G, ou encore la dissociation d’eIF4A du complexe eIF4E3%, Ces mécanismes peuvent
étre dépendants de GW182 ou non :

e Comme déja décrit plus haut, GW182 va dissocier PABPC de la queue poly(A). Ainsi,

la formation de la structure circulaire n’est plus possible et la traduction est diminuée.
e Le recrutement d’inhibiteur d’eIF4E ou 4G peut se faire via CCR4-NOT, qui peut
interagir avec DDX6, une hélicase a ARN ATP-dépendante. DDX6 a un réle dans

I’ablation de la coiffe m’G mais aussi un role propre d’inhibition de la traduction.



e La dissociation du complexe elF4F semble étre un point clé de la répression
traductionnelle, notamment par la dissociation initiale d’elF4A.

Toutefois, la répression peut également avoir lieu apres 1’initiation de la traduction, comme
I’ont montré certaines études, ou I’ARNm cible du miR était détectable mais pas la
protéine?6®309310 hrobablement en favorisant la dissociation entre I’ ARNm et les ribosomes®t°.
- Déstabilisation de I’ARNmM : ce mécanisme implique la déadénylation de I’ARNm, c¢’est-a-
dire la dégradation de sa queue poly(A), suivi d’une dégradation exonucléolytique effectuée
par le complexe Exosome a partir de I’extrémité 3’ de I’ARNm. Pour ce faire, la protéine
GW182 va étre recrutée par Ago2. Elle va alors dissocier PABPC de la queue poly(A)3! et
recruter deux complexes permettant la déadénylation : CCR4-NOT et PAN2-PAN3. En outre,

CCR4-NOT promeut le recrutement de facteurs intervenant dans 1’ablation de la coiffe m’G en

5> de ’ARNm.

105



Coiffe m7G

Complexe elF4F
ARNmMm circularisé

par le complexe —»
PABPC et elF4F

A

w Inhibition de la traduction

Déadénylation et ablation 7

de la coiffe m’G @

/\ | \
‘_—_——
AAAAAA
A T
"y 4 AA

A
CCR4-NOT w

PAN2-PAN3
l ______ » Dissocie
—— Inhibe
Dégradation —* Recrute
exonucléolytique

Figure 18 : Régulation post-transcriptionnelle de I’expression des génes par le
complexe miR-RISC
Apres la fixation du miR sur son ARNm via le complexe RISC, la protéine GW182 est recrutée.
La déadénylation et 1’ablation de la coiffe m’G font appel au recrutement de CCR4-NOT et PAN2-PANS,
deux complexes de déadénylases recrutées par GW182.
La répression de la traduction fait appel a plusieurs mécanismes, dont 1’ordre de survenue et la simultanéité ou
la complémentarité sont encore mal compris. La dissociation de PABPC et le recrutement de DDX6 semblent

médiés par GW182 et vont inhiber la traduction. La dissociation d’elF4F serait un mécanisme indépendant de
GWw182.
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2.3.3 Dégradation de ’ARNm cible

Ce mode d’action requiert un appariement de la région centrale du miR avec son ARNm en
plus de la complémentarité avec la séquence graine3'2314, Ce mode d’action est moins fréquent
que la répression traductionnelle, puisque chez les animaux, contrairement aux plantes, la
complémentarité de la région centrale du miR avec I’ARNm est peu fréquente®2. Il implique
I’action endonucléolytique directe de Ago2, qui va couper ’ARNm en un fragment 5° avec sa
coiffe mais sans queue poly(A) et un fragment 3’ polyadénylé mais sans coiffe. Le fragment 5’
est alors dégradé par le complexe multimérique Exosome et le fragment 3' par des exonucléases
de type XRN13%,

2.3.4 ldentification des ARNm cibles

Afin de mieux comprendre le role des miRs dans la régulation de I’expression des génes et dans
I’homéostasie cellulaire, il est nécessaire de pouvoir identifier leurs genes cibles. Cette
identification passe aujourd’hui par des prédictions réalisées par des outils bioinformatiques, se
basant notamment sur 1’appariement entre la séquence graine et I’ARNm. Toutefois, cette
méthode est pourvoyeuse de nombreux faux positifs et la validation expérimentale reste
fondamentale. Les principales techniques disponibles sont basées sur la co-précipitation des
miRs avec leurs ARNm cibles ou sur la démonstration d’une interaction directe entre miR et
ARNm via des expériences utilisant des génes rapporteurs clonés en amont de la région 3’UTR

des genes cibles.

2.4 MicroARN et cancer
L’altération du miRnome et 1I’implication, parfois majeure, des miRs dans la cancérogenése a
clairement été démontrée, avec des profils d’expression de miRs différents entre patients
porteurs de cancer et sujets sains. L’ altération des profils d’expression des miRs découle de
plusieurs mécanismes tels que des mutations somatiques des génes codants pour les miRs ou
encore des délétions ou des amplifications partielles ou entiéres de loci contenant un ou des

clusters de miRs®®. D’autres mécanismes impliquent des modifications épigénétiques

107



108

(notamment au niveau des ilots CpG), des modifications post-transcriptionnelles ou encore une
dérégulation du processus de biogenése des miRs (Drosha ou Dicer notamment).

La premiere démonstration de I’implication des miRs dans la cancérogenese a été réalisée en
2002, avec I’identification d’une délétion du locus 13ql4 dans la leucémie lymphoide
chronique, ou sont localisés miR-15a et miR-16-1%17. On estime que plus de 50% des miRs sont
localisés dans des sites sujets a des altérations du nombre de copies, a des pertes
d’hétérozygoties ou dans des régions dites « breakpoints », c’est-a-dire sujettes a des

318 et que 25 & 50% d’entre eux sont localisés au sein de clusters®!®. L analyse

réarrangements
du registre The Cancer Genome Atlas (TCGA) a une échelle pan-cancer a récemment déterminé
qu’il existait 10 588 mutations affectants les miRs chez les patients du registre, avec 1/3 de ces
mutations survenant chez 1% des patients (profils « hypermutés »). Apres exclusion des
patients hypermutés de 1’analyse, environ 1/3 des patients restants présentaient au moins une
mutation du miRnome, cette proportion pouvant atteindre 65% dans certains cancers tels que
le mélanome. Enfin, les analyses ont montre que 4 clusters de miRs étaient hyper-mutés,
incluant le cluster 1432 et le cluster Xq273%. Certaines de ces mutations affectent I'expression
des miRs, le stade du cancer, et la survie des patients.

La biologie du cancer a été caractérisée par 6 grandes caractéristiques majeures®?!:
prolifération, échappement aux signaux d’inhibition de croissance cellulaire,
invasion/métastase, immortalité cellulaire, angiogenese, résistance a la mort cellulaire. Ce
concept a été enrichi de nouvelles caractéristiques telles que «la reprogrammation du
métabolisme cellulaire » et « ’évitement de la destruction immunitaire »*?2. || est intéressant
de noter que les miRs sont impliqués dans tous ces processus biologiques®?®. Toutefois, ils
peuvent se comporter soit comme des oncogénes (on parle alors d’onco-miRs), soit comme des
suppresseurs de tumeurs (MiR-TS). Ainsi, les onco-miRs sont surexprimés, ce qui induit la
diminution de 1’expression de génes suppresseurs de tumeurs tels que TP53 ou PTEN, tandis
que les miR-TS sont sous-exprimés, ce qui contribue a 1’augmentation de 1’expression

d’oncogenes tels que KRAS ou BCL2. Par exemple, miR-21 ou miR-155 sont des onco-miRs,



tandis que miR-34a et le cluster miR-15a/16-1 sont des miRs-TS. Cependant, certains miRs
peuvent se comporter comme des onco-miRs dans certains cancers et comme miRs-TS dans

d’autres cancers, pointant ainsi I’importance du contexte physiopathologique.

2.5 MicroARN et CCS

Comme déja abordé dans le point 1-11.3.7.3, il existe des altérations globales du miRnome dans
le CCS avec des profils de miRs comprenant des altérations du cluster DLK1-MEG3 (locus
14932) ou du cluster Xq27, et permettant d’envisager les miRs comme biomarqueurs
pronostiques. Outre ces modifications globales de clusters de miRs, certains miRs ont été
identifiés a I’échelle individuelle comme étant des marqueurs tumoraux de malignité dans le
CCS (Tableau 16), permettant ainsi d’envisager les miRs comme biomarqueurs diagnostiques.
Les principaux miRs identifies comme surexprimés dans le CCS sont miR-483-5p (8
études/13), miR-503 (6 études), miR-210 (6 études) et miR-483-3p (5 études). MiR-195 et miR-
335 ont tous deux eté identifies comme des miRs sous-exprimes dans le CCS dans
respectivement 7 et 6 études. Le potentiel diagnostique des miRs a également été analysé au
niveau circulant par plusieurs études?46:253-255324325 ayy sein d’échantillons de sérum?®%%3, de
plasma?®>324325 gy de vésicules extracellulaires plasmatiques®4. MiR-483-5p est le miR le plus
fréqguemment identifié au niveau circulant, avec une sensibilité variant de 83 a 87.5%, une
spécificité évaluée entre 78 et 100% et une AUC entre 0.74 et 0.929 selon le compartiment
circulant analysé. Au-dela de la valeur diagnostique et pronostique individuelle de chaque miR,
I’utilisation d’une signature de miRs avec combinaison de plusieurs miRs permet également de
différencier tumeurs bénignes et malignes en améliorant la sensibilité et la spécificité. Ainsi,
I’utilisation combinée de miR-210 + miR-503 + miR-195 ou miR-375 ou miR-483-5p permet
d’atteindre des sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives et valeurs prédictives
négatives supérieures a 90%°2°,

Notre équipe est depuis plus de dix ans spécialisée dans 1’étude des miRs dans le CCS,

dansl’analyse de leur valeur diagnostique et pronostique, et dans I’identification de leurs génes
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cibles et de potentiel thérapeutique. En particulier, nous avons identifié miR-483-5p comme
marqueur tumoral de malignité?*®, comme marqueur circulant de malignité et d’agressivité?4°
et comme marqueur circulant post-opératoire immédiat pronostique de la récidive®*’. De plus,
nous avons également identifié miR-139-5p comme étant un miR tumoral d’agressivité et
comme marqueur circulant de malignité?*®. Notre originalité est d’étudier le role de miR-483-
5p et de miR-139-5p dans la physiopathologie du CSS selon un axe mécanistique par
identification de leurs genes cibles et un axe translationnel par évaluation de leur implication
dans I’agressivité du CCS qui dicte le pronostic des patients. Nous avons récemment démontré
le potentiel thérapeutique du ciblage de miR-483-5p et de miR-139-5p dans le CCS (manuscrit
en préparation) et identifié une nouvelle signature diagnostique de miRs circulants (non publiée,

brevetabilité en cours). Il est important de noter qu’a ce jour, I’utilisation des miRs comme

biomarqueurs reste du domaine de la recherche et n’est pas une technique de routine en clinique.
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2.5.1 miR-139-5p
La séquence codante pour miR-139-5p est localisée dans le deuxiéme intron du géne de la
phosphodiestérase 2A (PDE2A), au niveau du chromosome 11q13.4. L expression de miR-
139-5p est corrélée a I’expression de PDE2A dans de nombreux cancers, suggérant une co-
transcription avec son géne hote?®,
Comme déja mentionné plus haut, miR-139-5p est surexprimé au niveau tumoral dans les CCS
agressifs (récidive dans les 3 ans post-chirurgie) versus non agressifs?24225246 Sa sensibilité a
été évaluée a 87.5%, sa spécificité a 93.7%, avec une AUC a 0.9412%, De fagon intéressante,
’expression de miR-139-5p au niveau tumoral est corrélée a la sécrétion de cortisol??>246, Au
niveau circulant, miR-139-5p permet de discriminer les CCS des adénomes surrénaliens avec
une bonne sensibilité (87.5%), mais une spécificité modérée (65%)%*. Notre équipe a
également montré le role de miR-139-5p dans I’invasion et la migration cellulaire®°. Enfin,
nous avons identifié N-myc Downstream Regulated Gene 4 (NDRG4), un gene suppresseur de
tumeur bien identifié dans le cancer colorectal®!, comme 1’un de ses génes cibles®*.
L’expression de miR-139-5p a été évaluée dans de nombreux autres cancers, tels que le
glioblastome, le cancer veésical, le cancer prostatique, le cancer colorectal, le cancer ovarien, le
cancer du poumon ou encore le cancer du sein, I’ensemble ayant fait 1’objet d’une revue en
2020 par Khalili et al®*2. Dans la trés grande majorité des autres cancers, miR-139-5p est sous-
exprimé et a donc plutét un réle de miR-TS. On note toutefois une surexpression dans les
tumeurs gastrointestinales stromales (GIST)®®. Dans le cancer colorectal, une seule étude a
trouvé une surexpression de miR-139-5p dans les tissus de métastases hépatiques par rapport a
la tumeur primaire®**, miR-139-5p étant sous-exprimé dans les autres études portant sur ce
cancer. Enfin, dans le cancer de la prostate, les études sont divergentes.
Par ailleurs, il a été montré que miR-139-5p contribuait a la cancérogenése via les voies de
signalisation PI3K/AKT, Wnt/p-Caténine et RTK/RAS/MAPK?332, Plusieurs geénes cibles ont
¢té identifiés tels que Bcl2, TGFB1, Notchl, VEGFR-2... 1l a par ailleurs été montré que

I’expression de miR-139-5p était modulée par plusieurs ARN non codants, tels que ’ARN long
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LINC00152 qui agit comme une « éponge » pour ce MiR et diminue ainsi son expression dans
le cancer colorectal ou le carcinome épidermoide buccal®¥?. D’autres ARN longs non codants
tels que NEAT1, XIST ou AFAP-AS1 diminuent I’expression de miR-139-5p.

La séquence codant pour miR-139-5p peut également subir des modifications épigénétiques :
dans le cancer pancréatique, la transcription de miR-139-5p est négativement régulée par
Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2), une histone méthyltransférase régulant la triméthylation
de I’histone H3K27, et qui est connue dans d’autres cancers pour réprimer des genes
suppresseurs de tumeurs®®. De maniére intéressante, EZH2 a été identifié dans le CCS comme
étant un facteur de mauvais pronostic, associé a 1’agressivité : en effet, EZH2 est surexprimé

dans les CCS de mauvais pronostic3%

, Mais son interaction avec miR-139-5p dans ce contexte
n’a pas été étudiée.

En terme pronostique, miR-139-5p a été associé au pronostic dans plusieurs cancers : les
patients avec un haut niveau de miR-139-5p ont une meilleure survie dans le cancer de la vessie,
le carcinome hépatocellulaire, le cancer cesophagien, la leucémie myéloide aigue, le cancer du
332

sein®>*...A I’inverse, la surexpression de miR-139-5p dans le CCS est associée a un mauvais

pronostic¥°,

2.5.2 miR-483-5p

La séquence codante pour miR-483-5p est localisé dans le deuxiéme intron du géne d’IGF2, au
niveau du chromosome 11p15.5. Comme pour miR-139-5p, I’expression de miR-483-5p est
corrélée a I’expression de son géne hote dans de nombreux cancers?®*, notamment dans le CCS.
Comme décrit dans la partie 3.7.1, IGF2 est surexprimé dans plus de 80% des CCS et il est
donc légitime de lier la surexpression de miR-483-5p a une co-transcription avec son gene hote.
Toutefois, il semble qu’il puisse exister certains mécanismes de transcription du pri-miR-483
indépendamment d’IGF2, notamment via USF1, un facteur de transcription de la voie Wnt/f-
Caténine®,

Dans le CCS, miR-483-5p est I'un des principaux miRs identifiés comme marqueur de

malignité permettant de différencier adénome surrénalien et CCS (Tableau 16), sa



surexpression tumorale étant en faveur d’un CCS. Ses performances diagnostiques ont été
évaluées dans 2 études : la premiére indiquait une sensibilité de 80% et une spécificité de 100%
avec une AUC de 0.943%% ; la seconde, issue de notre équipe, indiquait une sensibilité de 73.7%
et une spécificité de 100% avec une AUC de 0.9042%°,

Au niveau circulant, miR-483-5p a également été identifié comme marqueur de malignité. Dans
le sérum, miR-483-5p a une sensibilité de 85.7% et une spécificité de 100% (AUC 0.929) pour
discriminer tumeurs bénignes et malignes®3. Dans les vésicules extracellulaires, miR-483-5p a
une sensibilité de 87.5% et une spécificité de 94.44% (AUC 0.965)%°*. Dans le plasma, ces
performances semblent un peu moins intéressantes avec une sensibilité de 87% et une
spécificité de 78.3% (AUC 0.88)%%. De plus, notre équipe a montré que le niveau circulant de
miR-483-5p permettait de distinguer les patients ayant un CCS agressif des patients ayant un
CCS non agressif avec une sensibilité de 85.7% et une spécificité de 100%24,

Nous avons également montré que miR-483-5p était impliqué dans I’invasion et la migration
cellulaire et avons identifié N-myc Downstream Regulated Gene 2 (NDRG2) comme un de ses
geénes cibles®®,

Enfin, notre équipe a identifié ce miR comme étant prédictif de la récidive : nous avons montré
que dans les 3 mois post-opératoires, un niveau circulant de miR supérieur a 752 898 copies/mL
¢tait pronostic d’une récidive du CCS dans les 3 ans avec une sensibilité modeste de 61.5%
mais une spécificité de 100% (AUC 0.853)*?’. Ce paramétre n’était pas dépendant du stade
initial du CCS, ni du Ki67. En analyse multivariée, miR-483-5p était le seul parametre
significativement associé a la progression (HR 5.98, 1C95 1.3-27.6).

338 et

MiR-483-5p est surexprimé au niveau tumoral et plasmatique dans le cancer de 1’ovaire
dans le cancer colorectal®®. Il est également surexprimé dans le cancer pulmonaire (dans lequel
il promeut notamment la migration et I’invasion)®*%3*! et dans le cancer du sein triple négatif>*2,

Par ailleurs, il a été montré que 1’expression de miR-483-5p pouvait étre régulée positivement

par I’activation de la voie Wnt/B-Caténine dans 1I’adénocarcinome pulmonaire34,
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En conclusion, depuis leur identification il y a bient6t 30 ans, les miRs sont aujourd’hui
reconnus comme des acteurs biologiques clés, notamment dans la cancérogenese. En dépit
d’une recherche intensive, leur mécanisme d’action précis n’est pas parfaitement élucidé.
Leur ré6le dans des boucles de régulation ainsi que les modulations particulierement fines
de leur expression et de celle de leurs génes cibles restent complexes a explorer, d’autant
plus qu’une grande partie des miRs sont pro- ou anti-tumoraux selon le type de cancer.
L’essor du séquencage a haut débit a permis I’identification de dérégulations majeures
du miRnome dans le cancer et I’établissement de signatures miR caractéristiques. Dans le
CCS, miR-139-5p et miR-483-5p sont deux miRs qui contribuent au phénotype agressif
du CCS et sont des biomarqueurs prometteurs tant au niveau diagnostique que

pronostique.



Les voies de signalisation Wnt sont des voies hautement conservées qui contribuent a
I’embryogencse, la régénération des tissus, 1’homéostasie, la différentiation cellulaire, le
maintien du pool de cellules souches et & la mobilité cellulaire®*. Ces voies de signalisation
sont classiquement catégorisées en voie canonique, dépendante de la B-Caténine ou encore
appelée voie de signalisation Wnt/B-Caténine ; et en voies non-canoniques, indépendantes de
la B-Caténine. Les premieres découvertes concernant ces voies de signalisation ont été faites
chez la drosophile, aussi, certains acteurs sont identiques entre drosophile et humain, mais ne
possédent pas la méme dénomination. Dans ce chapitre, je décrirai brievement les acteurs
communs des deux types des voies, puis les voies non-canoniques avant de me focaliser sur la

voie de signalisation Wnt/p-Caténine.

1. Acteurs communs des voies Wnt canonique et non-canonique
D’une maniére générale, les voies de signalisation Wnt impliquent un ligand Wnt, son récepteur
Frizzled (Fz) et la phosphoprotéine Dishveled (Dvl). La liaison du ligand Wnt avec Fz va
permettre le recrutement de Dvl. Dvl est considéré comme le 1° acteur cytoplasmique de la
voie et joue un réle dans toutes les voies de signalisation Wnt34®, On distingue classiquement
la voie Wnt canonique, ou voie Wnt/B-Caténine, dépendante de la B-Caténine et les voies non-
canoniques, indépendantes de la B-Caténine, représentées par la voie Planar cell plolarity (PCP)

et la voie du calcium.

1.1 Wnt
Les protéines Wnt sont une famille de 19 glycoprotéines, d’environ 350 a 400 AA et 40kDa,
avec un domaine conservé de 22 & 24 résidus cystéines®*3-3%°, Elles ont été découvertes dans les
année 1980 chez la souris sous le nom de int-13463%" et chez la drosophile sous le nom de

wingless (wg)3#-30 L appellation Wnt résulte de la contraction de ces deux précédents noms.
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Ce sont des protéines trés conservées entre les espéces®**, avec une structure en forme de main,
composée d’une « paume » et de deux domaines dont 1’aspect a été rattaché a celui de la pince
pouce-index, lui permettant de se lier au domaine extracellulaire de leurs récepteurs®®. La
syntheése de la protéine Wnt s’effectue dans le réticulum endoplasmique (RE), ou elle va étre
&tre modifiée par acylation et glycosylation3®3®1, La glycosylation améliore 1’efficacité de
sécrétion de la protéine, mais n’est pas indispensable. L’acylation est effectuée par la Porcupine,
qui ajoute un groupement lipidique palmitoléate a la protéine : cette étape est indispensable a
sa fonction et a sa sécrétion, mais a aussi pour effet de rendre la protéine hydrophobe. Cela pose
la question de son transport extracellulaire. Le mécanisme le plus souvent décrit est qu’une fois
synthétisée et acylée, Wnt s’arrime a la protéine transmembranaire Wntless/Evi, permettant sa

sécrétion dans des vésicules extracellulaires, via I’appareil de Golgi®>2.

Plusieurs protéines Wnt peuvent activer un méme récepteur Fz33

et plusieurs récepteurs Fz
peuvent étre activés par la méme protéine Wnt. Toutefois, il est communément admis que Wnt1,
Wnt8 et Wnt3a activent préférentiellement la voie canonique tandis que Wnt5a et Wntll

activent plutét les voies non-canoniques®+.

1.2 Frizzled
Frizzled (Fz) est un récepteur couplé aux protéines G**°. On dénombre 10 isoformes de Fz chez
I’homme>®. Il est composé :
e d’un domaine extracellulaire N-terminal d’environ 120 AA comportant un motif trés
conservé entre espéce de 10 cystéines (cystein-rich domain, CRD)**33% qui permet

I’interaction avec Wnt**33>

e d’une partie transmembranaire de 7 domaines®>>3°
e d’un domaine C-terminal intracellulaire, comprenant un motif KTXXXW3%,
Fz interagit avec Wnt via 2 sites : le site 1, hydrophobe, qui permet d’arrimer le groupement

lipidique palmitoleate du « pouce » de Wnt et le site 2, a I’opposé du site 1, qui arrime

« I’index » de Wnt3®,



1.3 Dishevelled
Dishevelled (Dvl) est une protéine qui est également hautement conservée entre espéces et
composée de plusieurs domaines®® :

e undomaine N-terminal DIX (Dlshevelled and aXin), de 82 a 85 AA. Ce domaine permet
I’activation de la voie canonique Wnt en permettant I’interaction entre Dvl et 1’ Axine
(protéine du complexe de dégradation de la B-Caténine, cf. point 1-1V.3.1.4)%,

e une région dite « basique » comportant des résidus sérine et thréonine, qui joue un role
dans la liaison protéine-protéine

e un domaine central PDZ (Post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor
suppressor, and Zonula occludens-1 protein) de 73 AA, qui joue un rdle majeur dans la
conformation de Dvl et dans la liaison des ligands. 1l interagit notamment avec le motif
KTXXXW de la région C-terminale de Fz. Ce domaine central serait notamment
impliqué dans la direction du signal Wnt entre voie canonique et voie non-canonique.

e une zone comportant un signal d’import nucléaire, assurant le déplacement de Dvl du
cytoplasme au noyau.

e une région riche en proline, qui joue un role dans la liaison protéine-protéine

e un domaine C-terminal DEP (Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin), de 75 AA et permet
notamment I’interaction entre Dvl et DAAMI1 dans la voie non canonique PCP, mais
semble aussi jouer un réle dans la voie canonique®2,

e une zone comportant un signal d’export nucléaire, qui assure le déplacement de Dvl du

noyau vers le cytoplasme.

2. Voies Wnt non canoniques (Figure 19)
2.1 Voie Planar cell plolarity (PCP)
La voie PCP régule la polarité des cellules (par exemple I’orientation des cheveux, les cils de

I’oreille interne, la polarisation ciliaire du tractus pulmonaire) et la mobilité cellulaire,
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notamment pendant la gastrulation et la neurulation®®3, Elle dépend notamment des ligands
Wnt5a, Wnt7 et Wnt 11. La liaison de Wnt & Fz dans cette voie est indépendante de LRP5/6343
(cf. page 117). Cette liaison va recruter Dvl, qui va ensuite activer de petites GTPases de la
famille Rho : RhoA et Rac, via Daam1 (Disheveled-associated activator of morphogenesis 1).
RhoA va ensuite activer la Rho-kinase (ROK), tandis que Rac activera la kinase JUN-N-
terminal (JNK). JNK va activer le facteur de transcription JUN via la voie des MAP kinases
(MAPK). Ces deux acteurs vont jouer un r6le dans la régulation de la myosine, la
polymérisation des fragments d’actine, 1’allongement du cytosquelette et le mouvement

cellulaire directionnel343:363,

2.2 Voie du calcium?3
La voie Wnt/Calcium (Ca2*) aboutit a la production de Ca®* par le RE. La liaison Wnt-Fz va
entrainer I’activation de la phospholipase C (PLC), qui induit une augmentation de 1’inositol
triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG). L’IP3 va interagir directement avec les canaux
calcium du RE et provoquer le relarguage d’ions Ca?* par le RE, activant ainsi la CaMK et la
calcineurine (Cn). Le DAG va activer la voie PKC. Ces deux voies paralléles vont contribuer a
I’activation des protéines NFkB, NFAT et CREB. La voie du calcium est impliquée dans la
mise en place de 1’axe dorso-ventral chez les vertébrés, dans la cancérogenese et dans

I’inflammation.
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Figure 19 : Voies Wnt non-canoniques
A gauche, la voie PCP. A droite, la voie du calcium
Dvl : Dishevelled, Daam1l : Disheveled-associated activator of morphogenesis 1, ROK : Rho-Kinase, JNK :
kinase JUN-N-terminal, PLC : Phospholipase C, IP3 : inositol triphosphate, DAG : DiAcylGlycerol, RE :
Réticulum Endoplasmique, Cn: Calcineurine, CAMK : Calmoduline-dependent protein Kinase, PKC:
Protéine Kinase C, NFAT : Nuclear factor of activated T-cells, NFkB : Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells,CREB : cAMP response element-binding protein

3. Voie canonique Wnt/f-Caténine
3.1 Les différents acteurs de la voie
3.1.1 LRP5/6%®
Low-density lipoprotein receptor-related protein 5 et 6 (LRP5/6, ou Arrow chez la drosophile)
sont des récepteurs a domaine transmembranaire unique, de 1600AA et 180kDa environ et
partageant une homologie de I’ordre de 70%°%°. Ces récepteurs possédent un domaine

extracellulaire qui contient 4 répétitions d’une structure B-propeller associée a un domaine
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epidermal growth factor (EGF)-like, suivi de 3 répétitions LDL-R (Low-density lipoprotein
receptor) type A (Figure 20A)**’. Les motifs p-propeller sont indispensables au fonctionnement
de LRP5/6 et la délétion d’un seul de ces motifs interfére avec son fonctionnement®. Le
domaine intracellulaire de LRP5/6 contient 5 motifs PPP(S/T)P, qui peuvent étre phosphorylés
par la Glycogen Synthase Kinase-3p (GSK3p) et la Casein Kinase 1 (CK1) y3%-30, LRP5/6 a
été identifié comme un co-récepteur dans la voie canonique Wnt : la stimulation de Fz par Wnt
induit la formation d’un complexe ternaire Wnt-Fz-LRP6 au niveau extracellulaire®3"2, et
’association de Fz-LRP5/6-Dvl au niveau intracellulaire, notamment via les domaines DIX et
PDZ de DvI*” (Figure 20B).

®

<«+— Structure B-propeller

Domaine EGF-like

Frizzled

LDLR type A
00
@<«— Domaine PPPSP/TP
%

Figure 20 : Schéma du co-récepteur LRP5/6 et de son interaction avec Frizzled et

Dishevelled
Adapté de MacDonald & He, Cold Spring Harb Perspect Biol, 2012

(A) Schéma du récepteur LRP5/6

(B) Schéma de I’interaction de LRP5/6 et Frizzled au niveau intra et extracellulaire. L’interaction de Dvl avec
LRP5/6 et Frizzled est mal caractérisée, avec plusieurs modeles, impliquant le domaine DIX de Dvl, le domaine
DAX de I’Axine, et la phosphorylation de I’extrémité C terminale de LRP5/6 par CK 1y et GSK3p, sans que le
mécanisme précis ne soit connu. Pour plus de simplicité, I’Axine, CK1y et GSK3p ne sont donc pas
représentées.



A noter que la nature exacte de I’interaction au niveau intracellulaire est mal caractérisée®.

Toutefois, la présence du domaine cytoplasmique et du motif PPP(S/T)P3! ainsi que sa
phosphorylation®®® est indispensable pour la fonction du récepteur.
LRP5/6 est notamment régulé négativement par Dickkopf-related protein 1 (DKK), qui se fixe

sur LRP5/6, empéchant d’une part son interaction avec Fz3'*

et d’autre part provoquant son
internalisation®’.

3.1.2 ZNRF3/RNF43

ZiNc and Ring Finger protein 3 (ZNRF3) et RiNg Finger protein 43 (RNF43) sont des E3-
ubiquitines ligases du récepteur Fz, identifiées pour la 1°" fois en 201237377 Ces deux protéines
paralogues sont localisées a la membrane et possédent un peptide signal, un domaine
extracellulaire associé aux protéases, un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire en doigt de zinc (RING) (Figure 21A). Elles agissent comme co-répresseurs des
différentes voies de signalisation Wnt (canonique et non-canoniques) en promouvant
’ubiquitination de Fz et LRP5/6, son internalisation et donc sa dégradation®®3”". Dans la
mesure ou la fonction de ces deux protéines est redondante, il est intéressant de noter que
I’altération de la portion RING d’une seule des deux suffit a altérer la dégradation de Fz,
suggérant un effet dominant négatif3’6:378,

En présence de R-spondine (Rspo), une protéine agissant comme facteur de croissance pour les
cellules souches, ZNRF3/RNF43 (Z/R) change de partenaire et se lie a « Leucine-rich repeat-
containing G protein-coupled Receptor 4/5» (LGR4/5), détournant ainsi Z/R de Fz. Ce
mécanisme de switch entre protéines induit la clairance membranaire de Z/R3'®, provoque
I’accumulation de Fz a la membrane et donc une augmentation de la signalisation de la voie
Whnt/B-Caténine, via une sensibilisation des cellules a Wnt3"’,

Le mécanisme d’action précis de Z/R et ses interactions avec d’autres protéines clés de la voie
de signalisation Wnt/B-Caténine reste indéterminé®”® : I’interaction de ZNRF3/RNF43 avec Fz
pourrait étre intracellulaire par I’intermédiaire de DvI®*8, ou bien extracellulaire via les

domaines extracellulaires des deux protéines®®° (Figure 21B). Ces deux mécanismes ne sont
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pas forcément contradictoires, mais pourraient étre en lien avec le type de signalisation Wnt
impliqué (canonique vs non-canonique)®°.
Par ailleurs, il a été récemment mis en évidence que 1’activation de la fonction d’ubiquitine

ligase de ZNRF3/RNF43 était liée a sa phophorylation par CK138L,
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Figure 21 : Schéma du co-récepteur ZNRF3/RNF43 et de son interaction avec
Frizzled
Adapté de Tsukiyama et al., Bioessays, 2021

(A) Schéma du récepteur ZNRF3/RNF43. PA : domaine extracellulaire associé aux protéases ; RING :
domaine en doigt de zinc

(B) Schéma de I’interaction de ZNRF3/RNF43 et Frizzled. L’interaction de ZNRF3/RNF43 avec Frizzled est
mal caractérisée, avec plusieurs modéles proposés : une interaction au niveau intracellulaire via Dvl ou une
interaction extracellulaire entre le domaine extracellulaire de Frizzled et le domaine PA de ZNRF3/RNF43.

3.1.3 B-Caténineg3238

Le géne CTNNB1 codant pour la p-Caténine est localisé sur le chromosome 3p21%%. La B-
Caténine est une protéine de 92kDa et de 781AA. Son role a d’abord été¢ identifié dans
I’adhésion cellulaire médiée par les cadhérines : son nom de « Caténine » vient du latin catena
(« chaine »), puisque son role a été découvert dans la liaison entre le cytosquelette et les Cell
Adhesion Molecules (CAMs)-calcium dépendantes®®38. Son réle dans la signalisation a été
découvert peu de temps apres®e738,
Au niveau structurel, elle est composée (Figure 22) :
e d’un domaine N terminal (résidus 1-137), comportant les sites de phosphorylation S33,
S37, S45 et T41, qui vont étre phosphorylés par le complexe de dégradation de la -

Caténine (cf. points 1-1V.3.1.4 et 1-1V.3.2.1).



e d’une structure centrale trés conservée, composée des 12 répétitions Armadillo (R1 a
R12, résidus 138-664)%°%% Chaque répétition d’Armadillo est composée de 42
résidus®®3% et de 3 hélices, a I’exception de la répétition R7, qui n’en comporte que
2382 L’ensemble forme une super hélice chargée positivement. Le domaine central
permet I’interaction de la B-Caténine avec ses différents partenaires et sa structure est
donc relativement rigide comparé aux domaines N et C terminaux, qui sont d’une part
moins conservés et d’autre part plus flexible structurellement®®,

e et d’un domaine C-terminal (résidus 665-781)%2, comprenant une hélice a entre les
résidus 667 et 683, appelée « hélice C ». L’hélice C est suivie d’une structure de type

hélice 310 (résidus 684-691, ce type d’hélice étant classiquement retrouve en aval des

hélices a)%2,

E-Cadhérine
APC
Axine
LEF/TCF Hélice C
S§33) 837 T41
123456789101112
545
675
Extrémité N-terminale Domaine Armadillo (R1-R12, AA 138-664) Extrémité C-terminale
(AA 1-137) (AA 665-781)

Implication dans les jonctions adhérentes
Implication dans la dégradation de la 3-Cat
Implication dans la transcription

S45 Site de phosphorylation

Figure 22 : Structure de la g-Cat et relation avec quelques partenaires principaux
Adapté de Valenta et al, EMBO J, 2012

Les différents partenaires de la B-Caténine partagent des sites de liaison se chevauchant,
notamment au niveau de R3 a R9 : ainsi, les différents partenaires ne peuvent pas se fixer en

méme temps sur la B-Caténine.
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Les fonctions d’adhésion et de signalisation cellulaire de la B-Caténine semblent indépendantes
I’une de I’autre : la partie C-terminale, et notamment I’hélice C est indispensable pour I’activité
de signalisation mais pas pour ’adhésion cellulaire3823%1:392,

D’ailleurs, la fonction d’adhésion de la B-Caténine versus sa fonction de signalisation est en
partie régulée par des modifications post-traductionnelles. Ainsi, la phosphorylation de résidus
sérine du domaine C-terminal accroit I’interaction entre la -Caténine et la cadhérine, la
phosphorylation de résidus tyrosine dans le domaine central et de la sérine 675 promeut
I’activité de signalisation, tandis que la phosphorylation des résidus sérine 33, 37, 45 et de la
thréonine 41 du domaine N-terminal promeut la dégradation de la B-Caténine®®3. D’autres
modifications post-traductionnelles telles que I’acétylation ou la glycosylation de la f-Caténine

peuvent également moduler sa fonction3®,

3.1.4 Complexe de dégradation de la B-Caténine (Axine / APC / GSK38 /

CKla) et B-TRCP3%3:3%4

Le complexe de dégradation de la B-Caténine est composé de 4 protéines principales : 1’ Axine,
APC (Figure 23), GSK3p et CKla. Son role est notamment de phosphoryler la B-Caténine,
permettant ainsi sa reconnaissance par B-TRCP (B-Transducin Repeat Containing E3 ubiquitin
Protein ligase) qui va ubiquitiner la B-Caténine pour la diriger vers le protéasome, ou elle sera
dégradée. Le mécanisme de fonctionnement du complexe de dégradation de la B-Caténine sera
détaillé en partie 3.2.

- L’Axine [ et I’Axine 2 sont deux protéines paralogues, présentant une homologie d’environ
45%3%, Elles ont un role central dans le complexe de dégradation puisqu’elles lient ’ensemble
des autres composants entre eux.

Le gene de I’Axine 1 est situé sur le chromosome 16p13. Il s’agit d’une protéine de 95kDa et
de 862AA. Elle est composée d’un domaine N-terminal portant un motif RGS (Regulators of
G-protein signaling), qui permet 1’arrimage d’APC. Sa région centrale permet la liaison de
GSK3B, de CKla et de la B-Caténine. Son extrémité C-terminale présente un domaine DAX

(D1X-0f-AXin), qui peut se lier au domaine DIX de DvI*®3%,



Le geéne de I’ Axine 2 (aussi appelée Conductine ou Axile) est situé sur le chromosome 17q24.
11 s’agit d’une protéine de 93kDa environ, composée de 843AA. Comme I’Axine 1, elle possede
un domaine de liaison & APC, 3 GSK3p, a la p-Caténine et a DvI*®®. L’ Axine 2 est un géne cible
de la B-Caténine, contrairement a I’ Axine 1. En effet, I’ Axine 2 est régulée positivement par la
B-Caténine et est impliquée dans le rétrocontréle négatif de la voie de signalisation Wnt/p-
Caténine, en limitant la durée et I’intensité du signal Wnt3%°3%,

- APC est la 2°™ protéine la plus importante du complexe de dégradation. Son géne est situé
sur le chromosome 5q21. Il s’agit d’une protéine de 310kDa et 2843 AA. Son extrémité N-
terminale comporte un domaine d’oligomérisation et de répétitions Armadillo. L extrémité C-
terminale comporte un domaine « basique ». Entre les deux extrémités, la région centrale
d’APC expose des 4 répétitions de I15AA (15Rs) et 7 répétitions de 20AA (20Rs) permettant la
liaison a la B-Caténine, et trois répétitions de Serine-Alanine-Méthionine-Proline (SAMP)

permettant la liaison a 1’ Axine.

Axine
APC GSK3 B-Cat CKla Dvl
\ 2\ AL J
N NV N
Extrémité N-terminale Région centrale Extrémité C-
terminale
APC
\ I\ 7 N v ;
N N N~
Extrémité N-terminale Région centrale Extrémité C-
terminale
- Domaine d'oligomérisation . 20Rs - Domaine basique
I Répétition Armadillo
. SAMP
15Rs

Figure 23 : Schéma des protéines Axine et APC
Adapté de van Kappel & Madelon, Br J Pharmacol, 2017
15Rs : répétitions de 15 AA permettant la liaison a la B-Cat ; 20Rs : répétitions de 20AA permettant la liaison
a la B-Cat ; SAMP : répétitions de Sérine-Alanine-Méthionine-Proline permettant la liaison a I’ Axine.
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- GSK 3 est une Sérine-Thréonine kinase appartenant a la sous-famille des « glycogen synthase
kinases », dont le r6le principal est la régulation du métabolisme glucidique. Son géne est
localisé sur le chromosome 3g13. 11 s’agit d’une protéine de 47kDa et de 420AA. Son role dans
la signalisation Wnt a été décrit pour la 1% fois en 1992%%" et son mécanisme d’action,
notamment son interaction avec I’ Axine, a été progressivement identifié¢ par plusieurs équipes
dans la deuxiéme moitié des années 1990°%8-4%_ Son réle dans la voie de signalisation Wnt/p-
Caténine est la phosphorylation de la B-Caténine mais aussi d’APC, de 1’ Axine et de TCF/LEF.
- CKla est une Sérine-Thréonine kinase de 39kDa et 337AA dont le gene est localisé sur le
chromosome 5932. Elle appartient a la famille des CK1, dont 7 isoformes sont connus chez
I’homme. Les CK1 sont présentes dans la plupart des types cellulaires, ou elles régulent de
nombreux processus. CKla a été particulierement décrite pour son réle dans la voie de
signalisation Wnt/B-Caténine, notamment car elle est responsable de la premiéere
phosphorylation de la B-Caténine, indispensable a sa degradation.

- B-TRCP appartient a la famille des protéines F-box, caractérisées par la présence d’un motif
d’environ 40AA dénommé « F-box ». Ces protéines rentrent dans la composition d’un
complexe E3 ubiquitine-ligase appelé SKP1-Cullin-F-Box (SCF), dont la fonction est
dépendante de la phosphorylation de la protéine cible. Son gene est localisé sur le chromosome
10g24. Cette protéine a un poids moléculaire de 69kDa, pour 605AA. Elle est responsable de
I’'ubiquitination de la B-Caténine, permettant sa reconnaissance et sa dégradation par le
protéasome.

3.1.5 Effecteurs nucléaires : TCF/LEF*!

Lymphoid Enhancer Factor (LEF) / T-Cell Factor (TCF) (Figure 24) appartiennent a la famille
des facteurs de transcription High-Mobility Group (HMG)-box, c’est-a-dire qu’ils possédent
un domaine spécialisé dans la liaison & I’ ADN“%2, Identifiés pour la premiére fois en 1991 dans
les lymphocytes B et T, TCF/LEF ont ensuite été identifiés comme les acteurs finaux de voie
de signalisation Wnt/B-Caténine 388493-4%_Gj 13 plupart des invertébrés n’ont qu’un seul TCF,

la famille TCF/LEF comporte 4 membres chez les vertébrés : TCF1 (ou TCF7, chr 5931, 384



AA, 42kDa), LEF1 (aussi appelé TCFla ou TCF10, chr 4925, 399 AA, 44kDa), TCF3 (ou
TCFL1, chr 2p11, 588 AA, 63kDa) et TCF4 (ou TCFL2, chr 10925, 619 AA, 68 kDa). Ces 4
membres possedent tous, a leur partie C-terminale, outre I’'HMG-box, un peptide de résidus
basiques, appelée « queue basique ». Ensemble, ’HMG-box et la queue basique forment le
domaine de liaison a I’ADN, qui reconnait une séquence consensus 5’-SCTTTGATS-3401:406,
Certains TCF possédent également un domaine « C clamp » enrichi en résidus basiques,
aromatiques et en résidus cystéines, qui sert de second domaine de liaison a I’ADN*7,

En I’absence de B-Caténine, TCF/LEF réprime la transcription notamment grace a sa liaison

avec le co-répresseur Groucho/Transducin-Like Enhancer of split (TLE), au niveau de sa région

centrale®®®41% Enfin a I’extrémité N-terminale, on retrouve un domaine de liaison a la p-

Caténine.
Domaine de liaison a la Domaine de liaison a Domaine basique
[-Cat Groucho/TLE l
ﬁ HMG box C Clamp
AN ~ J U ~ J  \\ ~ J
Extrémité N-terminale Région centrale Extrémité C-terminale

Figure 24 : Schéma géneral du facteur de transcription TCF/LEF
Adapté de Cadigan & Waterman, Cold Spring Harb Perspect Biol, 2012
Le domaine C Clamp n’est pas présent sur tous les isoformes de TCF/LEF.

Malgré une origine commune, les 4 membres de TCF/LEF sont situés sur des loci
chromosomiques différents et ne posseédent pas les mémes nombres d’AA ni le méme poids
moléculaire car ils subissent des modifications épigénétiques. Cette hétérogénéité au sein de la
méme famille semble étre responsable de fonctions différentes pour la régulation des génes.
Ainsi, TCF3 agit plutdt comme un répresseur de la transcription®141?, LEF1 comme un
activateur®3, tandis que TCF1 et TCF4 agissent comme répresseurs ou comme activateurs en
fonction du contexte*'4. Chez les vertébrés, il est postulé que les TCF peuvent effectuer un

switch transcriptionnel lors de la stimulation par la B-Caténine : ainsi, en I’absence de [-
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Caténine, la transcription pourrait étre réprimée par TCF3/Groucho/TLE tandis qu’en présence
de B-Caténine, TCF3 ceéderait sa place a un TCF agissant comme activateurs de la
transcription®®®. L’activation de la transcription par TCF/LEF passerait notamment par la
modification de 1’acétylation des histones, via le recrutement d’histone acetyl-transférases

(HAT), qui permettent une décondensation de la chromatine.

3.2 Voie de signalisation
3.2.1 Etat« Off »

En I’absence de ligand Wnt, la voie de signalisation Wnt/pB-Caténine est dite a 1’état « Off »
(Figure 25). La voie de signalisation Wnt/p-Caténine étant impliquée dans de nombreux
processus fondamentaux tels que le développement ou le maintien de I’homéostasie cellulaire,
la concentration de B-Caténine est régulée finement. Ainsi, a 1’état Off, la p-Caténine est
synthétisée et dégradée en permanence pour maintenir une concentration basse et constante**®.
Comme décrit plus haut, cette dégradation fait appel au complexe de dégradation de la B-
Caténine, dont nous avons détaillé les 4 principaux composants : I’ Axine, qui sert de protéine
chaperonne pour I’ensemble du complexe et va lier les 3 autres composants du complexe de
dégradation, APC, GSK3p et CK 1398400417,

La B-Caténine va se lier a I’Axine au niveau de la région centrale et a APC via les répétitions
15Rs. Ce complexe va ensuite étre reconnu par CK1a qui va initier la premicre phosphorylation
de la B-Caténine au niveau de la Sérine 45*8. La B-Caténine ainsi phosphorylée va étre reconnue
par GSK3p, qui va a son tour phosphoryler la B-Caténine sequentiellement sur la Thréonine 41
puis sur la Sérine 37 et la Sérine 33*°. La B-Caténine phosphorylée sur ces 4 résidus est
reconnue par SCF/B-TRCP, qui catalyse sa polyubiquitination, permettant ainsi sa
reconnaissance et sa dégradation par le protéasome*®4%° 1l n’est pas tout a fait clair si la
polyubiquitination par 3-TRCP se fait au sein du complexe de dégradation ou en dehors. La -
Caténine ainsi dégradée n’est pas transloquée au noyau : le facteur de transcription TCF/LEF

reste associé a son co-répresseur Groucho et la transcription des génes cibles n’est pas active.
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Figure 25 : Voie de signalisation Wnt/p-Caténine en I’absence de ligand
En I’absence de ligand, Fz est 1ié a ZNRF3, probablement grace a Dvl. 1) Le complexe de dégradation va lier
la B-Caténine, puis 2) CKla va phosphoryler la sérine 45. Ceci va induire une phosphorylation séquentielle
par GSK3pB de 3) la thréonine 41 puis 4) la sérine 37 et la sérine 33. 5) La B-Caténine phosphorylée va étre
reconnue par -TRCP qui va I'ubiquitiner, et 6) permettre sa reconnaissance par le protéasome et donc 7) sa
dégradation. La B-Caténine n’est pas transloquée au noyau et la transcription des génes cibles est donc inhibée.

Méme si le mécanisme général de la dégradation de la B-Caténine est connu, il existe de
nombreuses questions irrésolues autour du complexe de dégradation et son fonctionnement
précis. Par exemple, la fagon dont 1’ Axine lie ces composants reste a ce jour incertaine, et on

ne sait pas s’il existe un ordre de liaison prédéterminé ou si les composants se lient au hasard.
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En outre, le composant limitant de ce complexe de dégradation et les roles distincts de 1’ Axine
et d’APC ne sont pas tout a fait clairs : il a d’abord été montré que 1’ Axine était présente en tres
petite quantité comparée aux autres composants et que cette quantité, si elle est limitante, est
aussi sous-optimale par rapport a la quantité nécessaire pour promouvoir une dégradation
importante de la p-Caténine*?!. Chez la drosophile, les niveaux d’ARNm d’Axine et d’APC
sont équivalents, mais la protéine d’ APC est environ 5 fois plus abondante que celle d’Axine*??.
Pendant deux décennies, I’ Axine a donc été considérée comme 1’é1ément majeur du complexe
de dégradation. Plus réecemment, une étude de quantification de chaque composant du complexe
de dégradation par spectrométrie de masse a montré qu’APC était le composant limitant, en
contradiction avec les autres études publiées jusqu’a présent*?®. Par ailleurs, APC et 1’ Axine
présentent des sites de fixation redondants, qui peuvent partiellement se compléter en cas de
défaillance sur I’une des deux protéines : toutefois, I’efficacité du complexe de dégradation est
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maximale pour les protéines pleinement fonctionnelles**. De plus, le ratio relatif entre I’ Axine

et APC semble étre un élément déterminant de 1’efficacité de la dégradation de la B-Caténine*??.
La phosphorylation des différents composants est également sujet a controverse. 1l a été bien
montré que GSK3B phosphorylait 1’Axine*®4?® et APC*', et que CKla phosphorylait
426

I’ Axine**°, sans que le réle exact de ces phosphorylations ne soit élucidées. Une étude montre

que la phosphorylation de I’ Axine par GSK3p ne modifie pas son affinité pour la B-Caténine*®,
alors qu’une autre étude montre que lors de la stimulation par Wnt, I’ Axine est déphosphorylée
et lie moins efficacement la B-Caténine*?®. Par ailleurs, 1’effet de la phosphorylation de 1’ Axine
sur sa stabilité est également controversée, avec soit une stabilité accrue®?’, soit un effet
marginal sur la stabilité*?2. Plus récemment, il a été montré que le degré de phosphorylation de
I’ Axine par GSK3 variait selon la présence ou non de Wnt et que dans les deux cas, la présence
d’APC était indispensable pour cette phosphorylation®?®. La relation entre APC, GSK3p et
Axine est encore complexifiée par la mise en évidence de la phosphorylation d’APC par

GSK3p, cette phosphorylation étant augmentée en présence de 1’ Axine*?4Y,



L’affinité de la B-Caténine pour les répétitions 20Rs d’APC est considérablement augmentée
aprés la phosphorylation de ces répétitions par CKlo et GSK3B3%4% L ’augmentation de
I’affinité de la B-Caténine pour APC met en compétition APC et I’ Axine pour la liaison a la -
Caténine : il a donc été proposé qu’un des roles d’APC soit de permettre la libération de la -
Caténine du complexe de dégradation et de favoriser son transfert vers B-TRCP (dans
I’hypotheése ou I’ubiquitination se fait en dehors du complexe de dégradation), pour permettre
a une autre B-Caténine de prendre sa place*®. Plutot qu’une médiation de transfert B-TRCP, il
a été aussi proposé qu’APC serve de support pour une ubiquitination de la B-Caténine in situ*3!.
En accord avec ce postulat, une autre étude montre que I’ubiquitination de la B-Caténine se fait
au sein méme du complexe de dégradation et que la libération de la p-Caténine du complexe de
dégradation se fait par interaction directe avec le protéasome au sein du complexe de
dégradation*®?,
3.2.2 Etat«On»

La liaison de Wnt a Fz va dissocier ZNRF3/RN43 de Fz et permettre le recrutement de Dvl. Par
ses domaines DIX et PDZ, Dvl va permettre la dimérisation de Fz et LRP5/637. La formation
du complexe Wnt-Fz-DvI-LRP5/6 promeut la phosphorylation du motif PPP(S/T)P par GSK3p.
Cette premicre phosphorylation est suivie de la phosphorylation d’un second site 3 AA en aval
par CK1a/8/6%937, ce qui crée un site d’amarrage pour 1’ Axine®®®30, A ce jour, la cinétique de
phosphorylation de LRP5/6 n’est pas connue : GSK3p est-il recruté d’abord seul puis lié a
I’Axine ? L’Axine est-elle recrutée en premier ? Ces questions sont débattues et quelques
éléments de réponse seront abordés un peu plus bas.

Le LRP5/6 phosphorylé va ensuite recruter le complexe de dégradation de la B-Caténine,
provoquant I’inactivation de ce dernier. L’ensemble est nommé « signalosome »*33, Le
complexe de dégradation n’étant plus disponible pour phosphoryler la B-Caténine, celle-ci n’est
plus ubiquitinée ni dégradée. La liaison de Wnt a Fz aboutit donc a une stabilisation
cytoplasmique de la B-Caténine. Celle-ci est ensuite transloquée au noyau***. La B-Caténine ne

posséde pas de domaine de liaison a I’ADN?¥23%_ Elle se complexe donc avec les facteurs de
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transcription déja cités TCF/LEF, qui possedent un domaine de fixation a I’ADN. Le complexe
B-Caténine/TCF/LEF se lie alors a ses génes cibles, via le Wnt Response Element (WRE), ce

qui initie I’activation de la transcription** (Figure 26).

LRP5/6
T~ Frizzled

Protéasome

qe

Figure 26 : Voie de signalisation Wnt/p-Caténine en présence du ligand Wnt

En présence de ligand, ZNRF3 va étre dissocié de Frizzled. Wnt va permettre de dimériser en extracellulaire
LRP5/6 et Frizzled tandis que Dishevelled joue le méme rdle en intracellulaire. Le complexe de dégradation
de la B-Caténine va étre séquestré a la membrane et ne peut donc plus phosphoryler la B-Cat. En I’absence de
phosphorylation, la B-Caténine n’est plus reconnue par B-TRCP. De fait, elle n’est plus ubiquitinée et donc
dégradée par le protéasome. La diminution de la dégradation de la B-Caténine va aboutir a sa stabilisation
cytoplasmique, provoquant sa translocation nucléaire ou elle va dissocier son facteur de transcription TCF/LEF
de ses co-répresseur en prenant leur place. Ceci va permettre d’initier la transcription de génes cibles par la
fixation de TCF/LEF sur les génes possédant un WRE.

De nombreux génes cibles ont été identifiés tels que c-myc*®®, Axin23%4% oy la cyclinD1%%' ...
Une liste des genes cibles de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine est disponible sur le site

du laboratoire de R. Nusse : https://web.stanford.edu/group/nusselab/cqgi-bin/wnt/.



https://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/

Tout comme pour ’état « Off », la signalisation générale apres activation de Fz par Wnt est
connue, mais ses mécanismes précis demeurent inconnus. En particulier, la formation du
signalosome et le mécanisme d’inactivation du complexe de dégradation sont loin d’€tre
complétement élucidés. Plusieurs scenarii sont notamment proposés : la fixation de I'ensemble
du complexe de dégradation par Fz, la dissociation du complexe, 1'inhibition directe de GSK3f,
I’inhibition de I’ubiquitination...

De facon intéressante, il a ét¢é montré que I’activation de la voie Wnt diminuait la
phosphorylation de la p-Caténine par GSK3p et CK1a, mais qu’il persistait des complexes de
dégradation actifs continuant de phosphoryler et dégrader la B-Caténine. La stimulation Wnt
réduirait donc la dégradation de la B-Caténine sans 1’abolir complétement*3,

Un des modéles d’inactivation du complexe repose sur le phénomeéne d’initiation/amplification
de la phosphorylation LRP5/63734% : Jors de la phase d’initiation, le domaine Dvl recrute
I’ Axine couplée a GSK3p, ce qui va permettre la phosphorylation initiale de LRP5/6. Cette
premicre phosphorylation crée alors un site d’amarrage permettant le recrutement de complexes
Axine-GSK3p supplémentaires, qui vont a leur tour phosphoryler LRP5/6, créant ainsi un cycle
d’amplification. En complément, certaines études proposent que la phosphorylation de LRP5/6
va ensuite inhiber directement GSK3p et augmenter I’affinit¢é de LRP5/6 pour I’Axine,
permettant un maintien du complexe a la membrane*3®#40, Certains auteurs proposent que
’ensemble aboutisse a une oligomérisation de complexes LRP5/6 et Fz*!, provoquant ainsi
des agrégats LRP5/6-Fz-Dvl avec polymérisation des domaines DIX de DvI**®*#42, De maniére
intéressante, il est aussi proposé que le(s) complexe(s) de dégradation séquestré(s) a la
membrane puisse(nt) ensuite étre internalisé(s) dans des endosomes**3, notamment grace a
I’action de la cavéoline**.

Un autre modéle établit que lors de la liaison de Wnt a Fz, LRP5/6 va étre phosphorylé selon
un mécanisme Dvl-dépendant. LRP5/6 recrute alors I’ensemble du complexe de dégradation et
va inhiber GSK3, qui ne va plus phosphoryler ni la -Caténine, ni I’ Axine. Par ailleurs, I’ Axine

va étre déphosphorylée par la protéine phosphatase 1. Le domaine DAX de 1’ Axine se replierait
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alors sur le domaine d’interaction a la B-Caténine, provoquant la fermeture du site de fixation
de la B-Caténine. Dans ce modele, I’Axine est inactivée et ne peut plus agir ni avec la -
Caténine, ni avec LRP6 : elle se détache de LRP5/6, permettant a un autre complexe de
destruction de prendre sa place et d’étre inactivé**,

Il est aussi proposé que la liaison de Wnt a Fz inhibe I’ubiquitination de la B-Caténine par -
TRCP, par dissociation de B-TRCP du complexe de dégradation®®. Ainsi, les complexes de
dégradation sont saturés de B-Caténine phosphorylée ne pouvant étre ubiquitinée, résultant en
une accumulation de la B-Caténine nouvellement produite. Dans cette étude, il a aussi été
montré que I’accumulation de la B-Caténine précédait la dégradation de 1’Axine et qu’il
n’existait pas de diminution de la liaison de 1’Axine a GSK3p ou a APC : ces observations
étaient donc contradictoires avec le modele précédemment proposé de dissociation du complexe
de dégradation en réponse a la stimulation Wnt. Il est plutdt postulé que 1’ensemble du

complexe de dégradation est séquestré a la membrane, mais sans lier f-TRCP.

3.3 Implication de la voie Wnt/B-Caténine dans le cancer#5446
Le potentiel oncongénique de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine a été démontré chez la
souris : la surexpression de Wntl est impliquée dans le développement de tumeurs
mammaires>*%447_ 11 a depuis été montré que des mutations ou altérations moléculaires affectant
les divers composants de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine étaient impliquées dans la
cancérogenese et 1’agressivité des cancers, mais aussi dans I’apparition de tumeurs bénignes.
La surexpression de certains composants joue également un réle oncogénique, sans que des
mutations ne soient décrites et il est alors nécessaire de différencier la surexpression en tant que
facteur pathogénique propre versus en tant que conséquence de 1’activation d’un autre géne
(auquel cas, la surexpression est plutdt utilisée comme biomarqueur).
3.3.1 p-Caténine
Les mutations de la p-Caténine sont fréquentes, particulierement au niveau du domaine N-

terminal et de I’exon 3, sur les résidus serines et thréonine phosphorylés pour la dégradation de



la B-Caténine**®. Elles ont été décrites notamment dans le cancer de I’endométre, les cancers du
foie, le mélanome ou les cancers colorectaux, entre 6 et 16%*®4%!, En particulier, dans le CCS
et dans les tumeurs bénignes de la surrénale, les mutations de 1’exon 3 sont les plus
fréquentes?24233.234452 | 3 mutation S45 est notamment une mutation fréquente dans plusieurs
types de cancer??44464%3_Certains alléles mutants peuvent étre dupliqués, causant alors une forte
activation de la voie de signalisation Wnt/B-Caténine**,

Outre les mutations, des altérations moléculaires de type délétion de 1’exon 3 ont ét¢ décrites
dans les cancers colorectaux*>%® du foie®’ et dans un macronodule de MNCSP (ex-
PPNAD)?3,

Des mutations faux sens ont également été retrouvées au niveau de I’exon 8, au niveau du résidu
Asparagine 387, dans le CCS et dans les adénomes hépatiques?244°8,

Encore plus rarement, des modifications post-traductionnelles de type acétylation pourraient
favoriser la tumorigenése.

3.3.2 ZNRF3/RNF43

Depuis I’identification de Z/F en 2012 en tant que régulateurs négatifs de la voie de
signalisation Wnt/p-Caténine, leur role dans la cancérogenese a été étudié. Tout d’abord, les
mutations de RNF43 sont beaucoup plus fréquentes que les mutations de ZNRF3. En fait, les
mutations de ZNRF3 sont majoritaires uniquement dans les CCS et il s’agit principalement de
délétion homozygotes plutét que de mutations somatiques (cf point 1-11.3.7.1). Plus récemment,
il a été montré que ZNRF3 était sous-exprimé dans le cancer papillaire de la thyroide et que sa
surexpression dans la lignée cellulaire de cancer papillaire TPC-1 diminuait la viabilité
cellulaire et inhibait la migration et 1’invasion®®. Dans les autres cancers, les premiéres
mutations de RNF43 ont été identifiées des tumeurs pancréatiques bénignes*°. Elles ont ensuite
été identifiées dans le cancer gastrique (notamment avec instabilit¢ des microsatellites, =
55%)%!, dans le carcinome colorectal (= 18%)%?, dans le cancer de I’endométre (= 18%)%?,
dans le cancer du pancréas (=6%)%%. Les principales mutations de RNF43 identifiées sont les

mutations G659f et R117fs**,
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3.3.3 APC

Les mutations d’APC sont extrémement bien décrites dans les cancers colorectaux,
puisqu’environ 80% d’entre eux présentent une mutation*°. Dans le CCS, elles ont été décrites
dans 2 & 3% des cas??4?%, Dans les autres cancers, la mutation est présente entre 5 et 15% dans
les cancers de 1’estomac, de la peau, des poumons et de la vessie*®*. Plusieurs modeles rongeurs
ont été générés pour étudier I’impact d’APC dans la tumorigenése et ont démontré son impact
dans le développement de tumeurs bénignes et malignes, notamment au niveau du tractus
digestif*®,

3.3.4 Autres composants

D’autres mutations des composants de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine ont eté décrites,
mais restant marginales par rapport aux autres mutations décrites ci-dessus. La recherche de
données sur le site du consortium TCGA est particulierement utile pour ces mutations, qui sont
peu ou pas décrites dans la littérature. Toutefois, leur impact réel sur la tumorigenése est en fait
inconnu et les altérations du nombre de copies ne sont pas incluses.

De nombreux cancers surexpriment les ligands Wnt. Ainsi, Wnt-1 est surexprimé dans les
tumeurs du sein, du poumon, de la prostate du foie, Wnt-2 et Wnt-5a dans le cancer colorectal,
le cancer du sein et du poumon*®... Toutefois, il n’a pas été montré de mutation du ligand en
lui-méme dans la littérature. La recherche de mutation des ligands Wnt dans la base de donnée
TCGA montre des taux de mutation de I’ordre de 2 a 3% selon le type de cancer et le ligand
Wnt concerné®!,

Comme pour Wnt, une surexpression des récepteurs Fz a été décrite dans les cancers*’. Fz1 est
plutdt impliqué dans la résistance a la chimiothérapie, Fz2 et 5 dans la croissance tumorale, Fz4
dans la transition épithélio-mésenchymateuse. Les mutations de Fz sont toutefois rares.

Des mutations de 1’ Axine ont été décrites dans environ 8% des carcinomes hépatocellulaires*®,
dans des carcinomes prostatiques*®, dans le cancer gastrique*™® ou dans le cancer colorectal*’,

mais leur potentiel oncogénique n’est pas toujours avéré. Des délétions ont également eté

décrites dans le médulloblastome*’?. Aucune mutation de I’Axine n’a été publiée dans le



CCS?24225 1 3 recherche de mutations de I’ Axine dans la base de données TCGA fait état de
mutation de ’ordre de 5 a 7% dans les cancers hépatiques, de I’endomeétre, les sarcomes et les
tumeurs cutanées®’.

Des mutations de CK 1a sont présentes dans environ 4% des cancers de I’endométre®*!. CK1a
est surexprimée dans le cancer colorectal et corrélée a une moins bonne survie*”® mais son
implication dans la tumorigenese n’est que peu étudi¢e. En revanche, I’implication de CK16/¢
a été démontrée dans la carcinogenése du cancer colorectal*’47,

De la méme fagon les mutations de GSK3p ne sont pas décrites dans la littérature mais quelques
mutations sont décrites dans le cancer de I’endométre*?.

La surexpression de LRP6 a été démontrée dans 45% des hépatocarcinomes*’®. Elle a également
été montrée dans le cancer du sein et des mutations faux-sens pathogénes ont été identifiées
dans le cancer du colon*”’. La encore, les mutations sont peu décrites dans la littérature et en
dehors d’un taux de mutation chez environ 10% des patients avec cancer de ’endometre dans
le registre TCGA, les taux mutationnels de LRP5/6 dans les autres types de cancer sont
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marginaux™-. Des polymorphismes de LRP6 ont été associés au cancer de la vessie, du poumon

et du cancer colorectal, certains polymorphismes étant associé au bon pronostic du cancer*’8,

Enfin, au niveau des facteurs de transcription TCF/LEF, peu de mutations ont été décrites*’®, a
I’exception de mutations de TCF4 dans le cancer colorectal*3%48! mais leur implication réelle
dans la tumorigenése reste inconnue ou faible*®. L’altération de 1’expression de LEF1 a été

retrouvée dans le cancer du poumon, du colon, de I’endomeétre ou encore de la prostate et est

associée au pronostic*?,

En conclusion, la voie de signalisation Wnt/B-Caténine est une voie fondamentale dans le
développement et la cancérogenese. Bien que les acteurs clés en soient identifiés, le
mécanisme précis d’interaction entre les différents composants reste débattu. L’activation
aberrante de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine a été démontrée dans de nombreux

cancers. Les mutations d’APC dans le cancer colorectal sont les mutations les mieux
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caractérisées et pour lesquelles ’implication dans la cancérogenése est bien établie. Dans
le CCS, il existe des altérations moléculaires dans les composants de la voie de
signalisation Wnt/g-Caténine dans environ 40% des cas : on trouve au premier plan des
délétions de ZNRF3, suivi des mutations de CTNNB1. Ces altérations semblent
mutuellement exclusives. Les autres composants de la voie peuvent étre surexprimés, mais
les mutations sont peu fréquentes, suggérant que la surexpression est plutét la

conséquence d’une activation de la voie de signalisation Wnt/p-Caténine en amont.
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2 - Projet de these et objectifs
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La caractérisation pan-génomique récente des CCS a permis d’établir que 40% d’entre eux
présentaient une altération de la voie Wnt/p-Caténine. Ces altérations étaient principalement
des altérations du nombre de copie de ZNRF3 et des mutations somatiques activatrices de
CTNNBL. Les patients présentant des altérations au niveau de cette voie de signalisation ont
un moins bon pronostic en terme de survie globale. Par ailleurs, I’analyse du miRnome chez les
patients montrait un profil d’altération des microARN différent en fonction du pronostic. En
particulier, miR-139-5p, un miR que nous avions déja identifié comme étant un marqueur
d’agressivité du CCS, était surexprimé dans les CCS de mauvais pronostic analysés dans ces
études pan-génomiques.
Partant de ces différents constats, 1’objectif principal de la thése était de d’explorer le lien
potentiel entre 1’activation aberrante de la voie Wnt/B-Caténine dans les CCS et le profil
d’expression des microARN. Pour cela, la thése comporte 3 axes complémentaires :
1) In vitro, une analyse du miRnome dans une lignée de CCS humain H295R exprimant
la B-Caténine (B-Cat") ou non (B-Cat’), afin d’identifier les miRs candidats sous le
contréle de la B-Caténine. Une attention particuli¢re a été portée a 1’expression de miR-
139-5p.
2) Chez les patients, une analyse de 1’expression de miR-139-5p en fonction du statut
mutationnel de la voie Wnt/B-Caténine.
3) In vivo, une analyse du rdle de miR-139-5p dans le croissance tumorale et 1’invasion,
en développant un modéle de cellules H295R porteuses d’une inactivation inductible de
miR-139-5p.
Les axes 1 et 2 ont permis la production d’un article résumant les principaux résultats de mes
travaux de thése, qui sera soumis pour publication dans les prochaines semaines. Concernant
I’axe 3, il n’est a ce jour pas mené a son terme du fait de difficultés dans I’¢laboration du modele

cellulaire.
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3 - Résultats

147



148



1. Introduction de I’article 1
Comme indiqué dans le chapitre précédent, nous souhaitions évaluer 1I’impact de ’activation
aberrante de la voie Wnt/B-Caténine sur I’expression des miRs dans le CCS. Pour cela, nous
avons utilisé la lignée cellulaire de CCS H295R, développée a partir d’une tumeur primaire
humaine, qui possede la mutation S45P au niveau du géne CTNNBL1 : la B-Caténine est donc
stabilisée et constitutivement active. A mon arrivée dans le laboratoire, I’équipe disposait de
cellules H295R modifiées par un shRNA inductible pour la p-Caténine, fournies par le Dr
Bruno Ragazzon (Institut Cochin), permettant ainsi d’induire la diminution d’expression de la

B-Caténine et de comparer le profil des cellules B-Cat* versus B-Cat™ 433484,

Dans une premiere partie de I’article, nous avons utilis¢ les techniques de séquencage ARN
(RNA Sequencing) pour comparer le miRnome des cellules B-Cat* et des cellules B-Cat™. Afin
d’identifier les miRs différentiellement exprimés entre les conditions B-Cat" et B-Cat’, nous
avons utilisé le log2 du nombre de lectures par million (Reads per million, log2 RPM) et le
« Log Fold Change » (LFC). Un miR était potentiellement sous le contréle de la B-Caténine si
son log2 RPM était > 4 dans au moins une condition (B-Cat” ou p-Cat’) et son LFC > 1 ou <-

1. Nous avons effectué une analyse de la localisation chromosomique de ces miRs, grace au

logiciel miRViz (http://mirviz.prabi.fr/) développé par Laurent Guyon, bioinformaticien au sein
de notre équipe, afin d’identifier d’éventuels clusters de miRs régulés par la p-Caténine*®, Afin
de sélectionner les miRs candidats pour une validation en RT-qPCR, nous avons appliqué des
critéres de sélection plus stringents, avec un seuil de log2 RPM rehaussé a 5.55 et un LFC > 2
ou <-2. Ayant identifié miR-139-5p comme étant sous le controle de la B-Caténine, nous avons
approfondi 1’étude de la relation entre 1’expression de 1a B-Caténine, PDE2A (géne hote de
miR-139-5p) et NDRG4 (un des génes cibles de miR-139-5p), en comparant 1’expression de

leur ARNm et de leur protéine dans les cellules B-Cat* et p-Cat".
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Dans une seconde partie de I’article, nous avons étudié le niveau de miR-139-5p en fonction du
statut mutationnel des composants de la voie Wnt/p-Caténine a partir des données publiques de
la cohorte COMETE-ENSAT?* pour 44 patients. Les patients présentant une mutation
somatique ou une altération du nombre de copies de ZNRF3 ou de CTNNB1 ont été définis
comme patients mutés. Les patients présentant d’autres mutations ont été classés comme non-
mutés. Si les mutations ZNRF3 et CTNNB1 sont mutuellement exclusives dans cette cohorte,
certains patients présentent une double mutation pour ZNRF3 ou CTNNBL et pour TP53. Ces
patients, au nombre de 4, ont été classés comme patients mutés, mais représentent un sous-
groupe particulier de patients.

L’analyse de la cohorte COMETE-ENSAT nous a permis d’identifier un sous-groupe de
patients non-mutés avec un haut niveau de miR-139-5p et nous a amené a considérer la
possibilité d’une activation de la voie Wnt/B-Caténine indépendante d’une mutation identifiée
sur ZNRF3 ou CTNNB1. Nous avons donc étudié le niveau de miR-139-5p en fonction du
niveau de LEF1, un facteur de transcription majeur de la voie Wnt/B-Caténine. Cette étude a
été réalisee a la fois pour la cohorte COMETE-ENSAT et la cohorte TCGA (123 patients au

total), puisque les données transcriptomiques sont disponibles pour les 2 cohortes.

2. Article 1
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Abstract

Purpose: Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare malignancy with poor prognosis.
Deregulations of microRNA (miRNA) expression is involved in ACC aggressiveness.
Nevertheless, the mechanisms underlying such deregulations remain unknown. Aberrant
activation of the Wnt/-catenin (B-Cat) signaling pathway has been reported in about 40% of
ACC and is associated with poor outcome. We aimed to evaluate the role of constitutive
activation of Wnt/B-Cat pathway in miRNA expression alterations in ACC.

Experimental design: The H295R cell line, expressing constitutively active 3-Cat was stably
transfected with an inducible shRNA to downregulate B-Cat (H295R-shf). The miRnome of
H295R-shB cells with expressed or repressed B-Cat was investigated using RNA-Seq.
Expression of selected miRNAs and mRNAs was assessed by quantitative PCR with an
emphasis on miR-139-5p, its host gene phosphodiesterase 2A (PDE2A) and its target gene
N-Myc Downstream-Regulated Gene 4 (NDRG4). In ACC patients, prognostic values of Wnt/3-
catenin mutational status or LEF1 and their correlations with miR-139-5p, PDE2A and NDRG4
expressions were determined using COMETE-ENSAT and TCGA cohorts.

Results: We carried out the first miRnome analysis in $-Catenin-deficient (3-Cat’) ACC cells.
42 downregulated miRNAs and 12 upregulated miRNAs were identified in B-Cat cells, among
which miR-139-5p and miRNAs of the 1432 locus. Quantitative PCR analysis of 8 poor-
prognosis associated miRNAs confirmed the under-expression of 7 of them after B-Cat
silencing. Remarkably, the expression of the intronic miR-139-5p was decreased by 90% in (3-
Cat cells. MiR-139-5p expression was correlated with the expression of its host gene PDE2A
and anti-correlated with that of its target gene NDRG4. In patients, miR-139-5p and PDE2A
levels were higher in patients with mutations in components of Wnt/B-Cat signaling pathway
or high expression of LEF1. LEF1 expression could better predict prognosis of ACC patients
than the mutational status of Wnt/B-Cat signaling pathway.

Conclusions: In addition to its transcriptional control on protein coding-genes, aberrant Wnt/3-

Cat signaling causes miRNA alterations involved in ACC aggressiveness and clinical outcome.
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Introduction

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare cancer of the adrenal cortex, with an incidence of
0.7-2 cases/millions of persons/year in adults and an incidence peak between 50 and 60
years!. 50 to 70% of patients present hormonal disorders, mainly hypercortisolism (Cushing’s
syndrome) or androgen excess?. However, incidental discovery of ACC on abdominal
computed tomography (incidentalomas) is increasing, and is now estimated around 15%?3.
Patients are classified according to clinical stages, with stages | and Il representing localized
tumour, while stages Ill and IV represent advanced pathology with lymph node or systemic
metastasis*. ACC prognosis is very poor, with a 5-year survival between 12 and 40% and a
median survival below 3 years®. Overall survival is significantly different depending on the
stage with a 5-year survival of 65-82% for stage |, 58-64% for stage Il, 44-55% for stage Il
and 7-18% for stage IV>®. 50 to 71% of ACC patients are diagnosed at late stages’. To date,
treatment is based on complete surgical resection for localized ACC followed by mitotane
adjuvant therapy?3. In advanced or recurrent ACC, the therapeutic arsenal is limited to repeated
surgery, local therapeutic measures and chemotherapy, but it remains with poor efficacy.
Notably, chemotherapy could improve the progression-free survival but did not improve the
overall survival®. Targeted therapies and immunotherapy for ACC have been used in recent
clinical trials with limited benefits®. In search of potential new therapeutic targets, two major
studies deciphered the genomic landscape of ACC using the French COMETE/European
ENSAT cohorts!® and the American TCGA cohort!!, respectively. Transcriptome unsupervised
clustering identified two subgroups of tumors C1A and C1B with very poor and much better
outcomes, respectively!®. Among the multiple molecular alterations found in ACC, somatic
mutations in the CTNNB1 gene, encoding 3-Catenin, and in the ZNRF3 gene, encoding an E3
ubiquitin-protein ligase, were the most frequent and mutually exclusive (16% and 21%,
respectively)!®!, This results in Wnt/B-catenin signaling pathway being constitutively active in

more than 35% of ACC.
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Three Wnt signaling pathways have been characterized so far, including the canonical Wnt/3-
catenin signaling, the non-canonical planar cell polarity pathway (Wnt/PCP) and the Wnt/Ca?*
pathway. The canonical Wnt/B-Catenin signaling is a highly conserved pathway, which plays
a major role in cell growth, development and oncogenesis®?. In the absence of a Wnt ligand,
B-Catenin is sequentially phosphorylated on four serine (S)/threonine (T) residues (S45, T41,
S37 and S33) at the amino-terminal region by a destruction complex (DC) consisting of GSK3
(Glycogen kinase 3f3), CKla (Casein Kinase 1a), Axin and APC (Adenomatous polyposis coli).
Phosphorylated B-catenin is subsequently recognized by the E3 ubiquitin ligase subunit beta-
transducin repeat-containing protein (beta-TrCP) and targeted for ubiquitination and
subsequent degradation by the proteasome?3. Upon Wnt ligand binding to the Wnt receptors,
Frizzled (FZD) and LRP5/6, DC-mediated phosphorylation of B-catenin is prevented, resulting
in B-catenin stabilization and translocation to the nucleus where it activates T-cell
factor/lymphoid enhancer-binding factor (TCF/LEF)-dependent transcription of its target genes
including Axin2, c-myc, and CyclinD1'*. ZNRF3/RNF43, a transmembrane RING finger protein
of the E3 ubiquitin ligase family acts as an important repressor of the pathway by promoting
the ubiquitination and degradation of FZD and LRP6>1°. Aberrant activation of Wnt/3-Catenin
pathway in ACC is associated with poor prognosis!’~t°. Diffuse abnormal cytoplasmic and
nuclear B-Catenin localization was found both in patient tumors and in the human ACC cell
line H295R?°, Genetic analyses revealed that the most commonly detected mutation is the
point mutation S45P (exon 3) affecting the consensus GSK3B phosphorylation site, thus
leading to B-Catenin stabilization and constitutive activation of TCF/LEF-dependent
transcription. B-catenin silencing in H295R cells resulted in a decreased proliferation in vitro,
abrogated tumor growth in vivo?! and led to the down-regulation of the transcription factor
Slug??, which is associated with a more aggressive phenotype of ACC%.

Besides alterations of the Wnt/B-Cat signaling pathway, massive deregulations of microRNA
(MiRNA or miR) expression have been identified in ACC%112425 MiRNAs are small non-coding
RNA of about 22 nucleotides-long?®, which repress their target gene expression at the post-
transcriptional level, either by inducing mRNA cleavage, destabilization or inhibition of

translation?’. MiRNAs are deregulated in cancer and are involved in carcinogenesis?2° and



drug resistance®. They also emerged as promising biomarkers for cancer diagnosis,
classification and prognosis®*? and potential therapeutic tools®*:. Commonly overexpressed
MiRNAs in ACC include miR-483, miR-139-5p, miR-503, miR-184 and miR-210, while miR-
195 and miR-335 were found underexpressed in ACC compared to adrenocortical adenoma
(ACA) or normal tissue®*. In addition, some miRNA clusters have been reported as particularly
deregulated between poor and good prognosis ACC, such as the 14932 or the Xqg27
clusters'®35 We have previously shown that miR-139-5p and miR-483-5p promote ACC
aggressiveness, at least by respectively downregulating the N-myc Downstream-Regulated
Gene member 4 (NDRG4) and member 2 (NDRG2)%.

MiRNAs have been widely described as direct or indirect regulators of Wnt/3-Cat signaling
pathway in several cancers such as clear cell renal cell carcinoma®, colorectal cancer®,
hepatoblastoma®®, hepatocellular carcinoma“® and breast cancer®'. By contrast, only very few
studies have examined modulations of miRNA expression in response to active Wnt/B-Cat
pathway and most of them have focused on a single miRNA or a cluster of miRNAs. Herein,
we report on the impact of aberrant activation of Wnt/B-Cat signaling on the whole miRnome
in ACC. We show that silencing of B-Catenin leads to significant downregulation of several
poor prognosis-associated oncomiRs in ACC including miR-139-5p and miRNAs located in the
14932 cluster. We identified miR-139-5p and its host gene Phosphodiesterase 2A (PDE2A) as
major targets of the Wnt signaling pathway components p-Catenin and Lymphoid enhancer-
binding factor 1 (LEF1) transcription factor. The expression of miR-139-5p in ACC cells as well
as in ACC patients was strongly correlated with the expression of PDE2A, suggesting a
common regulatory transcription unit. Furthermore, we provide evidence that LEF1 is a
significant prognostic factor for ACC. Besides, its high expression is better associated with

miR-139-5p and PDE2A upregulation than the mutational status of f-Catenin or ZNRF3.

Materials and methods

Cell culture and transfection
The adrenocortical carcinoma cell line NCI H295R was subjected to Cell Line Sterility, IMPACT

Mouse FELASA and MKPV testing and was authenticated by CellCheck human 9 Test (9
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Marker STR Profile and Inter-species Contamination Test) (IDEXX Analytics, Kornwestheim,
Germany). NCI H295R cells stably expressing a doxycycline inducible shRNA targeting
CTNNB1 mRNA (pTer-B-Catenin shRNA vector) have been described previously?#? and were
authenticated by CellCheck human 16 Plus Test (9 human STR marker profile + 7 additional
Human STR marker, Inter-species contamination Test and STAT-mycoplasma testing) (IDEXX
Analytics). Cells transfected with the pTer-p-Catenin shRNA (shp) or pTer control vector (pTer)
were grown in Dulbecco's Modified Eagle Medium:F-12 (DMEM/F-12 Glutamax, Gibco Life
Technologies, Carlsbad, USA, #31331093) supplemented with 1% (v/v) Insulin, Transferrin,
Selenium Premix (Corning, NY, USA, #354352), 5% (v/v) Nu Serum (Corning, #355100) and
antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 30 pug/mL gentamicin, Life
Technologies). Petri dishes were pre-coated with Rat Tail Collagen Type la (Corning,
#354236, 1:50 dilution). Stable B-Cat silencing was achieved through shRNA induction in the
presence of doxycycline (0.5pug/mL) (B-Cat cells), while B-Catenin expression was maintained
in the absence of doxycycline (3-Cat” cells).

Kinetics of gene expression were conducted for 10 days with molecular analyses at day 0 (D0),
day 3 (D3), day 5 (D5), day 7 (D7) and day 10 (D10). Briefly, shf and pTer cells were seeded
in petri dishes of 100mm of diameter, at a density of 2 x 108 cells, incubated the following day
(DO) in complete medium with or without Doxycycline and lysed at the appropriate day.

For transient silencing of B-Cat, H295R cells were seeded in 6-wells plate at a density of
0.3x10° cells/well and transfected the day after with a CTNNB1 siRNA (Thermofisher,
Carlsbad, USA, #s436) or a control siRNA (Thermofisher, #AM4611), at a final concentration
of 10nM, using Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen Thermofisher, Carlsbad, USA,
#13778150) according to the manufacturer’'s recommendations.

MUC1 cells were grown in Advanced DMEM-F12 (Gibco Thermofisher, Carlsbad, USA,
#12634-010) with 1% Penicillin-Streptomycin 10Ul/mL (Gibco Thermofisher, #15140-122) and
10% Fetal Bovine Serum (Biosera, Nuaille, France, #FB-1001/100), as described previously*3.
For comparison of H295R and MUCL1 cell lines, cells were seeded in 6-well plates at a density
of 0.7 x 10% and 0.25 x 10° cells/well, respectively. The following day (D0), medium was

changed and cells were grown up for 72h before lysis.



For miR-139-5p rescue experiments, shf cells and H295R cells were seeded in 6-well plates
at a density of 0.35 x 10° cells/well and 0.3 x 108 cells/ wells respectively. The following day,
shf cells were incubated in complete medium with or without Doxycycline. H295R cells were
transfected with a CTNNB1 siRNA or a control siRNA as described above. The same day, both
shp cells and H295R cells were transfected with control miRNA mimics or hsa-miR-139-5p
mimics (Thermofisher, #MC11749) at a final concentration of 10nM. The transfection of miRNA
mimics together with CTNNB1 or control siRNAs was repeated at D6 for both cell lines. Cells

were lysed at D10.

Small RNA sequencing

Shp-expressing cells were grown for 10 days in a medium containing or not doxycyline. Total
RNA was extracted using the miRvVana™ Paris™ kit (Thermofisher, #AM1556) and depleted
from ribosomal rRNA using Ribo-zero Removal kit (Illumina). RNA quality and quantity were
assessed by SS RNA kit on Fragment Analyzer (Agilent) and QuantiFluor RNA System
(Promega) respectively, according to the manufacturers’ instructions. Small RNA library
preparation was performed using TruSeq Small RNA library preparation kit (Illumina) according
to the manufacturer's instructions. The quality and quantity of the obtained library were
assessed using HS DNA chip on Bioanalyzer 2100 (Agilent) and QuantiFluor DNA System
(Promega), respectively. Small RNA sequencing was performed on the lllumina NextSeq
platform of the Centre National de Recherche sur le Genome (Evry, France), using MID-output

flow cell to generate 51bp long reads.

RNA sequencing data analysis

FASTQ data were processed as follows using Galaxy v20.01. The data were filtered using
FastQC v0.72* and Trim Galore! v0.4.3.1*, aligned against the miRBase v22 sequence list*®
using Bowtiel v1.2.0*’, and then the read counts were normalized using DESeq2 v2.11.40.%8.
We then selected miRNAs according to three criteria using R version 4.0.3%. MiRNAs were
considered as expressed in sufficient quantity in cells when the number of read per millions

(RPM) was above 10 (log2 RPM > 5.55) in at least one experimental condition (B-Cat" or B-
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Cat’). MiRNAs were considered as differentially expressed between B-Cat™ and p-Cat cells
when the log fold change (LFC) was > 2 or < -2. For each miRNA, the p-value for prognosis
was calculated from the ENSAT Cohort datal®, with the log-rank test applied on two equal
subpopulation separated with the tumour expression of the miRNA, using the R library

“survival” version 3.2°°. We selected miRNAs with p-value below 0.05.

Reverse Transcription - Quantitative PCR

Total RNA was extracted from shp and pTer cells using miRVana™ Paris™ kit according to
the manufacturer’s instructions. For miRNA quantification, 10 ng of total RNA were reverse-
transcribed as previously described® using TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit
(#4366596, Applied Biosystems Thermofisher) and miRNA-specific stem-loop primers
(Applied Biosystems Thermofisher). Real-time guantitative PCR was performed using 4.5uL
of 5-fold diluted RT product and 5.5uL of reaction mix (composed of 5uL of TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, USA, #4440047) with 0.5uL of
the appropriate assay for each miRNA (miR-139-5p, miR-483-5p, miR-483-3p, miR-513a-5p,
miR-377-5p, miR-377-3p, miR-1185-2-3p, miR-541-3p, miR-320b, miR-2110 and miR-330-3p,
(Supplementary Table 1) as previously reported® RNU48 was used as an endogenous control
for normalization. All experiments were performed in duplicate.

Messenger RNA expression was assessed with 150 to 500 ng of total RNA using iScript cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, USA, #1708891) according to manufacturer’s instructions.
Quantitative PCR was performed using 4.5l of 1:30 diluted RT product and 5.5 pl of reaction
mix (composed of 5 pl of Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
#1725275) and 0.5 ul of forward and reverse PCR primers mixed together at a final primer
concentration of 0.5 uM) to generate a PCR volume of 10 pl. All primers were purchased from
Sigma-Aldrich and are reported in Supplementary Table 2. Real-time PCR was carried out at
95°C for 30s, followed by 40 cycles at 95°C for 5s and 60°C for 15s. Gene expression was
normalized to RPL13A and HPRT as housekeeping genes. Normalized expression was
calculated using the comparative Ct method and fold changes were derived from the 2-44Ct

values for each gene.



Western blot

Proteins were extracted from shB and pTer cells using Cell Disruption Buffer (miRVana™
Paris™ kit, Thermofisher) and were quantified with microBCA protein Assay kit (Thermofisher,
#23235). Protein extracts were dissolved in 5X buffer (60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% glycerol,
2 % SDS, 5 % B-mercapto-ethanol, 0.01% bromophenol blue), heated at 100°C for 5 min and
loaded onto 4-20% mini-protean TGX precast protein gels. Electrophoresis was carried out at
80 V for 20-30 min and then at 120 V for 1 hour in a 10X Tris/glycine/SDS running buffer. SDS-
PAGE resolved proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane using the Trans-Blot
Turbo™ transfer system (Bio-Rad) according to the manufacturer’'s instructions. The
membrane was then incubated for 1 hour at room temperature in a blocking solution of Tris-
buffer saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 and 5% non-fat dry milk.

The blots were probed overnight at 4°C with monoclonal mouse anti-B-Catenin (2 pg/mL in
Bovine Serum Albumin 3%, R&D Systems, Minneapolis, USA, #MAB1329), monoclonal rabbit
anti-NDRG4 (1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, USA, #9039), monoclonal rabbit
anti-Axin2 (1:1000, #2151, Cell Signaling), polyclonal rabbit anti-PDE2A (1:1000, Sigma-
Aldrich, #ABN1486) in TBS/Tween. The membrane was then washed with the same buffer (3
x 10 min) and incubated for 1 hour either with Horseradish-Peroxydase (HRP) goat anti-rabbit
IgG (1:3000, Jackson Immunoresearch, Cambridge, UK, #111-035-144) or with HRP Goat
anti-mouse IgG (1:5000, Jackson Immunoresearch, #115-035-062). The membrane was
washed as previously mentioned and the antigen-antibody complex was reavealed by Clarity
Enhanced Chemiluminescence Blotting Substrate (Bio-Rad, #1705060) using the iBright™
FL100 Imaging System (ThermoFisher). Signal intensity was quantified using the iBright
Analysis Software (versions 4.0.1 and 5.0.0, Thermofisher). Protein levels were normalized to
tubulin (monoclonal mouse anti-tubulin 1gG, 1:2500, Sigma-Aldrich, #T6199). Data are

presented as the fold-change in gene expression relative to controls.
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Measurement of Wnt/B-Cat signaling pathway activity (TOPflash luciferase reporter
assay)

H295R shf cells and pTer cells were seeded in triplicates in a 12-well plate (200 000 cells/well)
and were incubated in the presence or in the absence of Doxycycline the day after. 24 hours
later, 250 ng of pTOPflash (wt-TCF) or pFOPflash (mutated-TCF binding site, negative control)
reporter plasmids (TOPflash luciferase reporter assay, Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life Technologies) in the presence of
150 ng of pRL-TK-Renilla luciferase plasmid (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France).
After 48h incubation with Doxycycline, Firefly and Renilla luciferase activities were measured
using the Twinlite dual luciferase reporter gene assay system (Perkin Elmer, Wellesley, MA,
USA) on an automated TECAN luminometer (TECAN Group Ltd. Zirich, Switzerland). The
ratio of Firefly luciferase activity (Relative light units RLU)/Renilla luciferase activity (RLU) was
expressed as a fold change relative to the controls.

H295R cells were seeded in triplicates into 12 well-plates (300 000 cells/well) and transfected
for 48h with 10nM antimiR-139-5p using Lipofectamine RNAimax. After 2 days, pTOPflash or
pFOPflash and pRL-TK-Renilla plasmids were transfected using Lipofectamine 2000 as
described above. Firefly and Renilla luciferase activities were measured 24h after plasmid

transfection.

COMETE-ENSAT and TCGA patient cohort analyses

Gene expression analysis of the two cohorts were performed with R (version 4.0.3)*°. For the
COMETE-ENSAT cohort, public data from Assie et al*® were extracted from GSE49276,
GSE49277 and the supplementary data. Final analysis was performed on the 44 ACC for which
we had both miRNAs and mRNA data. Patients with mutations in CTNNB1 gene, ZNRF3 gene
or mutation in either gene in addition to TP53 were classified as mutated for the Wnt/B-Cat
signaling pathway. Patients with other mutations were classified as non-mutated for the Wnt/§3-
Cat signaling pathway.

For the TCGA cohort, data were retrieved from the TCGA website

(https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-ACC). Expression data for miRNAs and mRNAs



were available for 80 and 79 patients, respectively. The analysis was performed for the 79
patients for whom we had both miRNA and mRNA data. The “transcript per million” column
(“tmp_unstranded” column) was used for mMRNA analysis. Both miRNA and mRNA data were
log2 transformed.

As the distribution of the expression genes in the tumour samples of patients were bimodal, in
particular for LEF1, we used the expectation-maximization (EM) algorithm to fit a Gaussian
mixture using the R library “mixtools” version 1.2. To set the threshold between high and low
LEF1 expression, the LEF1 expression with the same probability density for both groups was

used, leading to a threshold of 5.2 for the COMET-ENSAT cohort.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with R (versions 3.6 and 4.0.3)*. Data normality was
assessed using Shapiro-Wilk test with Benjamini-Hochberg correction for multiple tests. T-
tests were used for mean comparison while Wilcoxon test was used if the data were not
normal. Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance is indicated with * for
p <0.05, ** for p £0.01 and *** for p < 0.001.

For gPCR, paired t-tests were performed on raw data of gPCR expression extracted from the
Bio-Rad CFX Software, to compare control samples and doxycycline-treated samples. Since
our results indicated a stabilized B-Cat silencing at H48-H72, we assessed the effect of B-Cat
repression for long-term global kinetics, regardless of the precise day. Thus, we performed the
statistics on pooled data from D5, D7 and D10. For each day, the 3-Cat sample was paired to
the B-Cat* control of the same day. Bar plots represent the mean fold change in B-Cat samples
for each day.

For western blot analyses, paired t-tests were used to compare the mean of doxycycline-
treated samples with control samples, for each day. Gene expression fold-change in

doxycycline-treated samples was normalized to that in control sample at each day.
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Results

B-Catenin shRNA-mediated inactivation of Wnt signaling

We first assessed B-Catenin silencing in NCI H295R shf cells upon shRNA induction by
doxycycline. A marked reduction in B-Cat mRNA (74 = 11 %) was observed at day 3 (D3),
reaching 91 + 2 % at day 10 (D10) while a decrease of 3-Cat protein was detected at D3 (81
+ 3 %) and persisted until D10 (Figure 1A and 1B). No changes in B-Cat expression occurred
in the pTer control cells treated or not with doxycycline (Supplementary Figure 1A, 1B and 1E).
As shown in Figure 1F, the activity of B-Cat signaling pathway, assessed by the TOP-FOP
Flash luciferase reporter assay, was also markedly decreased 48h after 3-Cat silencing (96 £
0.1 %), while no change was observed in pTer cells (Supplementary Figure 2).

The levels of Axin2, a canonical target gene of 3-Catenin, were also determined to validate the
shp cell model. As shown in Figure 1C, Axin2 mRNA level was decreased by 65 + 12 % at D3
and 90 £ 2 % at D10. Axin2 protein expression was decreased by 95 + 2 % at D3 and this
decrease was maintained up to D10 (Figure 1D). No change in Axin2 occurred in the pTer
control cells (Supplementary Figure 1C, 1D and 1E). Altogether, these results demonstrate

that shRNA-mediated silencing of B-Catenin efficiently impairs Wnt signaling pathway activity.
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Figure 1: Doxycycline efficiently silences Wnt/B-Catenin signalling in H295R shp cells. Cells were cultured without (B-Cat*
cells) or with Doxycycline (B-Cat-) during 10 days. (A) and (B) Expression levels of B-Catenin mRNA and protein, assessed by
RT-qPCR and western blot, respectively, in B-Cat- cells. (C) and (D) Expression levels of Axin2 mRNA and Axin2 protein,
assessed by RT-gPCR and western blot, respectively, in B-Cat cells. (E) A representative western blot for B-Catenin and
Axin2 protein levels in non-treated or doxycycline-treated cells. a-tubulin was used as a loading control. (F) Wnt/B-catenin
signaling reporter Top-flash activity in B-Cat* and B-Cat- cells treated or not with Doxycycline for 48 h. The TOPflash reporter
contains wild-type TCF/LEF binding sites while the FOPflash reporter contains the mutated TCF/LEF binding sites (negative
control). Shown are the means + S.E.M of 5 independent experiments performed in duplicate for gPCR analyses, 5
independent experiments for western blot analyses of B-Catenin and 4 independent experiments for Axin2.
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Inactivation of Wnt/B-Catenin signaling changes microRNA expression levels in
adrenocortical carcinoma cells

To determine the impact of B-Cat silencing on miRNA expression in NCI H295R cells, we
performed a miRNA profiling analysis using small RNA sequencing. The expression of 54
mature miRNAs was changed following B-Cat repression (Figure 2, Supplementary Table 3):
42 miRNAs were downregulated (77.8%) and 12 were upregulated in B-Cat cells compared to
B-Cat* cells. MiR-139-5p, that we have previously described as a marker of tumor
aggressiveness®3¢, was markedly repressed following silencing of B-Catenin, while miR-483-
5p, a marker of malignancy, was not affected. Analysis of the genomic position of B-Catenin-
regulated miRNAs using miRViz software®! revealed that many of them were localized in the
same genomic region, namely the 14g32 locus, that we and others have previously identified
as particularly deregulated in ACC!%3 (Figure 2B).

Among the miRNAs that we found affected by B-Cat silencing, we selected 8 of them for RT-
gPCR validation, based on their p-value for prognosis (Supplementary Figure 3), including 4
mMiRNAs of the 14932 locus (miR-377-5p, miR-377-3p, miR-1185-2-3p and miR-541-3p), miR-
139-5p (chr 11), miR-320b (chr 1), miR-2110 (chr 10), and miR-513a-5p (chr X). In addition,
we also measured the expression of miR-483-5p and miR-483-3p, two well-recognized miRNA
markers of malignancy?*. As the expression of miR-1185-2-3p was below the detection limit
(Ct > 35), this miRNA was not further analysed. Reducing B-Catenin protein level over time led
to a progressive and significant decrease of miR-139-5p expression (Figure 3A), with a 94 *
0.1 %-decrease at D10. This decrease was not observed in control pTer cells (Supplementary
Figure 4). In agreements with the RNA sequencing data, no changes were observed in the
expression of miR-483-5p (Figure 3B) and miR-483-3p (Supplementary Figure 5). For all other
selected miRNAs, we confirmed a significant decrease in their expression ranging from 35 %

to 75 % at D10 of B-Catenin silencing (Supplementary Figure 6).
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(A) Differential expression of miRNAs in B-Cat+ versus B-Cat- cells. Light blue dots represent miRNAs that are
underexpressed (RPM > 10 in one condition and LFC < -2), orange dots represent miRNAs that are overexpressed
(RPM > 10 in one condition and LFC > 2) after B-Cat silencing. Coloured dots with a thick border correspond to
prognostic miRNAs (p<0.05, calculated for the COMETE-ENSAT cohort). NS: non-significant for prognosis. (B)
Visualization of the genomic position of mMiRNAs whose expression is changed following B-Cat silencing in H295R cells.
To better visualize the global landscape of miRNAs, the selection criteria were the following : log2 RPM > 4 and LFC
either > 1 or < -1. Green dots represent miRNAs that are downregulated (LFC < -1) while red dots represent miRNAs
that are upregulated (LFC > 1) in B-Cat- cells. In chromosome 4, only one miRNA was decreased after B-Cat silencing.
In chromosome 11, few miRNAs were changed, notably miR-139-5p. By contrast, in chromosome 14, numerous
miRNAs clustered within in the 14932 locus were affected.
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Wnt/B-Catenin signaling exerts a tight control over miR-139-5p, PDE2A and NDRG4
expression

We subsequently focused on miR-139-5p modulation by p-Catenin. MiR-139-5p is an intronic
mMiRNA, which is located in the second intron of Phosphodiesterase 2A (PDE2A). We therefore
investigated whether the decrease in miR-139-5p expression following B-Cat silencing was
correlated with a decrease in the expression of its host gene. As shown in Figure 3C,
repression of B-Catenin led to a sharp and significant decrease of more than 90 £ 2 % in the
expression of PDE2A mRNA, which persisted over time. This was accompanied by a
progressive decline in PDE2A protein expression from 48 + 7 % at D3 up to 79 + 8 % at D10
(Figure 3D). PDE2A mRNA and protein expression levels were not affected in the control pTer
cells (Supplementary Figure 7).

We have previously shown that NDRG4 is a direct target gene of miR-139-5p in H295R cells
and that inhibition of miR-139-5p induces a significant increase in NDRG4 mRNA and protein
expression. Moreover, the levels of NDRG4 mRNA and protein were inversely correlated to
those of miR-139-5p in ACC patients®. We then investigated the link between B-Catenin-
mediated regulation of miR-139-5p and its target gene NDRG4. Unexpectedly, the levels of
NDRG4 mRNA were significantly decreased in B-Cat cells (Supplementary Figure 8). By
contrast, NDRG4 protein levels were progressively increased (Figure 3E and 3G) and were
inversely correlated to those of miR-139-5p. NDRG4 mRNA and protein levels were
unchanged in control pTer cells (Supplementary Figure 9). These results suggest that
downregulation of miR-139-5p following B-Cat repression is accompanied by a relief of miR-
139-5p-mediated translational repression of NDRG4 mRNA. Interestingly, we found that the
levels of NDRG2 were unchanged in B-Cat cells as observed for its regulatory miRNA miR-
483-5p (Figure 3B, 3F and 3G). This result points at a specific effect of -Cat on miR-139-
5p/NDRG4 axis.

To confirm the results obtained with B-Catenin shRNA, we also used an siRNA-based strategy
to silence B-Catenin expression transiently (Supplementary Figure 10). In H295R cells
transfected with a 3-Catenin siRNA, B-Cat mRNA and protein expressions were significantly

decreased by 57.2 + 6% (p = 0.024, n =3) and 60 = 5 % (p = 0.001, n = 3), respectively, at



D10 (Supplementary Figure 10A and 10E). Axin2 mRNA was decreased by 49.3 + 8% (p =
0.025, n = 3) while protein expression was reduced by 61.3 + 2% (p < 0.001, n = 3) at D10
(Supplementary Figure 10B and 10F). We also confirmed a decrease of PDE2A mRNA by
66.1+ 1% (p =0.008, n=3) and PDE2A protein by 52.0 £ 5% (p = 0.002, n = 3, Supplementary
Figure 10C and 10G). MiR-139-5p expression was decreased by 74 + 2% (p < 0.001, n = 3)
at D10 with a concomitant increase in NDRG4 protein level by 1.56 + 0.08 fold (p = 0.006, n =
3) (Supplementary Figure 10J and 10H). Consistent with our previous findings, NDRG4 mRNA
expression level was decreased (Supplementary Figure 10D) and the levels of miR-483-5p
and miR-483-3p were unchanged at D10 upon B-Cat repression (Supplementary Figure 10K
and 10L). These data confirm that B-Cat siRNA produces similar effects to those observed with
B-Cat shRNA.

To better assess the link between miR-139-5p, NDRG4 and B-Catenin, we conducted rescue
experiments by transfecting exogenous miR-139-5p mimics in B-Cat cells. In B-Cat cells
transfected with control miRNA mimics, NDRG4 protein level was 1.65 + 0.27 higher than that
of B-Cat" cells (Figure 3H and 3J). Interestingly, adding exogenous miR-139-5p in B-Cat" cells
prevented the increase in NDRG4 protein level (1.10 + 0.13-fold relative to control 3-Cat" cells,
(Figure 3H and 3J). Similar results were obtained in H295R cells transfected with 3-Cat sSiRNA
and control miRNA mimics or miR-139-5p mimics. Indeed, co-transfection of $-Cat siRNA and
miR-139-5p mimic prevented NDRG4 protein upregulation and even decreased the levels of
NDRG4 detected in control B-Cat* cells by 47.5 £ 0.02 % (Figure 3K and Supplementary Figure
11A). Interestingly, miR-139-5p mimics did not impact the levels of B-Cat protein itself in both
B-Cat and H295R cells transfected with B-Cat siRNA (Figure 3l, 3J, 3K and Supplementary
Figure 11B). Moreover, transfection of H295R cells with antimiR-139-5p showed no variations
in either TCF-driven luciferase activity or B-Cat protein level (Supplementary Figure 11C, 11D
and 11E), thus ruling out a potential feedback loop between miR-139-5p and mutated -Cat in
ACC cells. Altogether, these results suggest a p-Cat-mediated control of miR-139-5p and

NDRG4 expression in H295R cells.
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Figure 3: Effects of B-Cat silencing on miR-139-5p/PDE2A/NDRG4 axis. (A, C, D) B-Cat repression progressively
and markedly decreases the expression of miR-139-5p and its host gene PDE2A while it upregulates miR-139-5p
target gene NDRG4 (E). The levels of miR-139-5p, miR-483-5p and PDE2A mRNA were assessed using RT-gPCR in
B-Cat cells. (B, F) Neither miR-483-5p nor its target gene NDRG2 were affected after B-Cat silencing. (G) A
representative western blot for PDE2A, NDRG4, and NDRG2 with a-tubulin as a loading control. Graphs for qPCR
represent the mean + S.E.M of 5 independent experiments performed in duplicate. Graphs for western blots represent
the mean + S.E.M of 4 independent experiments for PDE2A and 5 independent experiments for NDRG4 and NDRG2.
(H) Rescuing miR-139-5p in B-Cat- cells prevents the increase in NDRG4 protein observed at D10 after p-Cat
repression but does not change the expression of B-Cat protein itself (I). Graphs for rescue experiments represent the
mean + S.E.M of 3 independent experiments. (J, K) A representative western blot of B-Cat and NDRG4 in miR-139-5p
rescue experiments using shp cells treated or not with doxycycline or H295R cells transfected with control or B-Cat
siRNA, respectively. a-tubulin was used as a loading control.

ACC models have been lacking for many years until the recent development of MUC-1 cell
line, which has been generated from an ACC neck metastasis of a male patient*3. To explore
more deeply the relationship between miR-139-5p and B-Cat, we also used MUC1 cells, which
express the wild type B-Cat gene. We found that the mRNA and protein expression levels in
MUC1 cells represent respectively 40 + 5% (p = 0.006, n = 3, Figure 4A) and 11 *+ 2.6% of
those of H295R cells (p < 0.001, n = 3, Figure 4B and 4l). Axin2 mRNA and protein levels were
also lower in MUC1 cells, with an mRNA expression level of 3 £ 0.1% (p < 0.001, n = 3, Figure
4C) and protein level of 2 + 0.3% of the H295R cell expression levels (p < 0.001, n = 3, Figure
4D and 41). PDE2A mRNA and protein expression levels were barely detectable in MUCL1
compared to H295R cells with an mRNA level representing 0.01 + 0.04% (p < 0.001, n = 3,
Figure 4E) and a protein level representing 3.6 = 0.2% (p < 0.001, n = 3, Figure 4F and 4l) of
H295R cell expression levels. MiR-139-5p expression was also sharply lower in MUC1 cells
and represents 0.01 + 0.1% of miR-139-5p levels in H295R cells (p < 0.001, n = 3, Figure 4G).
Conversely, NDRG4 protein expression level was 5.12 + 1.17-fold higher in MUC1 cells

compared to H295R cells (p = 0.06, n = 3, Figure 4H and 41).

B-Catenin gain of function and LEF1 upregulation are associated with increased miR-
139-5p and PDE2A expression and reduced NDRG4 expression in ACC patients

These above results led us to examine the level of miR-139-5p and PDE2A in patients
depending on the presence of genetic alterations in the Wnt/B-Cat signaling pathway, as
defined in Materials and Methods. In the COMETE-ENSAT cohort, patients with mutations in
the Wnt/B-Cat signaling pathway had significantly higher levels of miR-139-5p and PDE2A

compared with patients without mutations (median expression of miR-139-5p: 12.8 vs 9.7,
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p = 0.015; median expression of PDE2A: 6.42 vs 4.57, p = 0.010, Figure 5A and 5B), and

significantly lower levels of NDRG4 (median expression of 5.49 vs 6.65, p = 0.008, Figure 5C).

Interestingly, the levels of PDE2A and miR-139-5p were strongly correlated in both COMETE-

ENSAT (corr coeff: 0.94, p-value: 9.2 x 10') and TCGA (corr coeff: 0.96, p-value: 2 x 104?)
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cohorts (Figure 5D and 5E), suggesting a co-transcriptional regulation of miR-139-5p and its
host gene PDEZ2A in the tumor as observed in H295R cells in vitro.

However, it is worth mentioning that a sub-group of 7/28 patients (25%) in the COMETE-
ENSAT cohort had no identified mutation in the Wnt/B-Cat signaling pathway but displayed a
high level of miR-139-5p while, on the contrary, 3/16 patients (19%) carried a mutation in
Wnt/B-Cat signaling pathway and had a low level of miR-139-5p. We thus investigated whether
the activation of Wnt/B-Cat signaling pathway could be better predicted by the expression level
of the B-catenin co-transcription factor TCF/LEF than by the mutational status of -Cat. In
vertebrates, TCF/LEF family includes four members: TCF1 (also called TCF7), LEF1 (or
TCF1a), TCF3 and TCF4%2, We therefore analyzed the distribution of the expression of these
4 genes among patients. We found that LEF1 was the only factor whose expression pattern
was bi-modal (Supplementary Figure 12) with a local minimum around 5.2. Almost all B-Cat-
mutated patients have an expression level of LEF1 above this threshold of 5.2, but
interestingly, 12/28 (42.9 %) of the patients with no known mutation in the 3-Cat pathway had
a high expression of LEF1, while only 2/16 (12.5 %) of the mutated patients had a low
expression of LEF1.

To determine whether miR-139-5p expression correlates better with LEF1 expression than
with Wnt/ B-Cat pathway mutational status, we examined the level of miR-139-5p in function
of the level of LEF1. Patients with a LEF1 expression level above 5.2 were classified in the
“LEF1 high” group while patients with a LEF1 expression below 5.2 were classified in the “LEF1
low” group. As shown in Figure 6A, the level of miR-139-5p in “LEF1 high” patients was
significantly higher than in the “LEF1 low” patients (median 12.63 vs 8.74, p < 0.001) in the
COMETE-ENSAT cohort, with a much more significant p-value than that obtained with the
mutational status of Wnt/B-Cat signaling pathway. Interestingly, all the patients with a tumor
expression of miR-139-5p above 11 are now in the “LEF1 high” group. This observation was

confirmed by analyzing the TCGA dataset (Figure 6B): the median
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expression of miR-139-5p in “LEF1 high” patient group was significantly higher than that of the
“‘LEF1 low” patient group (10.25 vs 6.78, p < 0.001, LEF1 threshold 3.3). Moreover, in both
cohorts, miR-139-5p expression shows a clear correlation with LEF1 expression (Figure 6C
and 6D). Besides, we observed a higher expression of PDE2A (p = 3.59 x 107) and lower
expression of NDRG4 (p = 7.02 x 10°®°) in the “LEF1 high” group in comparison to the “LEF1
low” group in both COMETE-ENSAT cohort (Figure 6E and 6F) and TCGA cohort
(Supplementary Figure 13A and 13B). As observed for miR-139-5p, LEF1 performs better than
Wnt/B-Cat signaling pathway mutational status in discriminating patients according to their
PDE2A and NDRG4 expression levels, both in the COMETE-ENSAT and the TCGA cohorts.
We have previously shown that miR-139-5p expression levels have a significant prognostic
value for ACC?¢. We thus evaluated the prognostic significance of miR-139-5p regulators in
ACC patients, namely the mutational status of Wnt/3-Cat signaling pathway and LEF1.
Comparison of survival curves of patients in function of their mutational status with those in
function of their LEF1 expression levels revealed that LEF1 better predicts overall survival than
Wnt/B-Cat pathway mutation status (Figure 6G and 6H, p = 0.018 and p = 0.0021 for survival
determined with the mutational status and LEF1 expression, respectively). In addition,
prediction of survival using LEF1 closely mimics the prediction using the ACC C1A and C1B
MRNA clusters determined from the entire transcriptome of the COMETE-ENSAT cohort
(Figure 61). Indeed, 2 death events were observed in both the “LEF low” group and the C1B
group compared to 17 death events observed in both the “LEF high” group and the C1A group
(p = 2.1x107 for LEF1, and p = 1.4x10* for CLA/C1B). The powerful predictive value of LEF1

expression was also confirmed in the TCGA cohort (p =5.7 x 10, Supplementary Figure 13C).
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Figure 6: (A) Expression of miR-139-5p as a function of LEF1 expression level in the COMETE-ENSAT cohort
and (B) the TCGA cohort. The selected thresholds for the COMETE-ENSAT and the TCGA cohorts were 5.2 and
3.3, respectively, using the Expectation-Maximization algorithm. (C) and (D) Expression of miR-139-5p as a
function of LEF1 expression in both cohorts. (E) Expression of miR-139-5p host gene PDE2A and of its target
gene NDRG4 (D) in the COMETE-ENSAT cohort in function of LEF1 expression levels. (G) Overall survival in the
COMETE-ENSAT cohort (n = 44) depending on the mutational status on Wnt/B-Cat signaling pathway, LEF1

expression (H) and the mRNA clusters C1A and C1B (l).

Discussion

ACC is a rare malignancy with dismal prognosis and clinical heterogeneity. Understanding

ACC tumor biology is essential to develop new efficient therapies. Gain-of-function mutations

and deletions in genes involved in the Wnt/B-Cat signaling pathway have been reported in

approximately 40% of ACC. Mutations in CTNNBL1 (B-Catenin) gene were found in 15-20% of



the tumors'®!, with activating mutations in exon 3 impairing Serine/Threonine residue
phosphorylations. Constitutive activation of Wnt/B-Cat pathway in ACC is associated with poor
prognosist’~1%%3, Besides, deregulations of tumor and circulating miRNAs were found in ACC
patients and many of them showed tight correlation with prognosis. Nevertheless, the
molecular mechanisms underlying aberrant expression of miRNAs in ACC are still unknown.
As Wnt/B-Cat signaling pathway is a key driver of both adrenal development and
tumorigenesis, we hypothesized that this pathway may promote ACC aggressiveness through
modulations of miRNA expression.

We report here for the first time that constitutively active Wnt/B-Cat signaling contribute to
MiRNA expression deregulations in ACC cells. Indeed, RNA sequencing of the whole
miRnome after inducible shRNA-mediated silencing of 3-Cat revealed that 54 miRNAs were
affected (LFC>2 or <-2), mainly by a decrease in their expression (42 out of 54 miRNAS).
Threshold of 2 for LFC was chosen to select miRNAs that 3-Cat silencing impacted the most.
However, when we used a less stringent threshold of 1, many other miRNAs were impacted
(117 miRNAs including 85 with a decreased expression), suggesting a strong control of miRNA
expression by B-Cat. We subsequently confirmed by quantitative PCR that 3-Cat repression
significantly decreases the expression of miR-377-5p, miR-377-3p, miR-541-3p (chr 14), miR-
139-5p (chr 11), miR-2110 (chr 10) and miR-513a-5p (chr X), all of which have been found to
be overexpressed in aggressive ACC and associated with prognosis'®.

Most studies of the relationship between miRNAs and Wnt/B-Cat signaling pathway have
focused on MiIRNAs as post-transcriptional regulators of B-Cat expression. Notably, re-
expression of specific tumor suppressor miRNAs led to a decrease in 3-Cat mRNA expression
through a direct binding of miRNAs to the 3’-untranslated region of B-Cat transcript®”3%4°, To
the best of our knowledge, about ten studies showed a direct effect of B-Cat on miRNA
expression in cancer®%2, Ji et al.>* found that the Wnt/B-Cat signaling pathway activates
transcription of the miR-181s family (miR-181a, b, ¢ and d) in hepatocellular carcinoma. Tang
et al. showed that B-Cat/TCF complex directly binds to the promoter of miR-183-96-182 cluster

and activates its transcription in gastric cancer, leading to an increase in cell proliferation®®.
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Guo et al. reported a direct effect of 3-Cat on miR-150 transcription in colorectal cancer cells
with subsequent increases in invasion, migration and epithelial-mesenchymal transition®?.
Among the miRNAs whose expression varies following $-Cat silencing, we identified a subset
of both upregulated and downregulated miRNAs located in the 14932 imprinted locus, which
encodes for 54 miRNAs and is the largest miRNA cluster known in the human genome.
Depending on the cancer type, miRNAs at this locus act as oncomiRs or tumor suppressor
miRNAs, as reviewed by Benetatos et al®®. We first described the overexpression of 13
miRNAs at the 14932 locus in aggressive ACC%. Consistent with our data, an overall under-
expression of this locus was found in the good prognosis subgroup of ACC°. More recently, it
was reported that deregulations of the 14932 miRNA cluster in endocrine tumors could have
a significant impact on prognosis®. Interestingly, miR-410, miR-433 and miR-377-3p within the
14932 locus have been identified as regulatory miRNAs of Wnt/B-Cat signaling®®®.
Conversely, we observed a significant decrease in miR-377-3p and miR-410 expression and
slight up- or down-regulation of the majority of 14932 miRNAs upon B-Cat silencing in ACC
cells. Altogether, these data suggest a feedback circuit between miRNAs and Wnt/B-catenin
pathway.

The pronounced effect of B-Cat silencing on miR-139-5p expression together with the fact that
we and others have previously identified miR-139-5p as a marker of aggressiveness and poor
prognosis in ACC0113536 |ed ys to focus on this miRNA. We demonstrate here in vitro that
miR-139-5p expression is strongly decreased following 3-Cat silencing, in correlation with a
complete repression of its host gene PDE2A that has been recently identified as a direct target
of B-Cat®’. PDE2A is a dual-substrate phosphodiesterase that degrades both cGMP and
CAMP. It is highly conserved among species and expressed in numerous organs in human,
particularly in brain and endocrine organs including the adrenal, the pituitary, the pancreas and
the mammary gland®®. The role of PDE2A in development is crucial since PDE2A-KO mice die
between the second and the third week of gestation with major heart defects®®. PDE2A
expression was found to be prominent in the zona glomerulosa (ZG) as compared to the zona
fasciculata (ZF) of the adrenal gland. The maintenance of these two physiologically distinct

zones would rely on the reciprocal inhibitory effects of the cAMP/Protein Kinase A and the



Wnt/B-catenin pathways in the ZF and the ZG, respectively’®"2, The importance of PDE2A in
the maintenance of adrenal zonation has been suggested recently. Indeed, Pignatti et al.
identified PDE2A as a direct target of f-Cat. They demonstrated that -Cat gain-of-function in
the ZG induces an upregulation of PDE2A and impairs ZG-to-ZF cell transdifferentiation
through inhibition of cAMP/PKA signaling in the ZF®’. Whether miR-139-5p also contributes to
the identity of ZG remains to be determined. In adrenocortical tumors, Durand et al. first
identified upregulation of PDE2A in adenomas and ACC harboring CTNNB1 mutation”. The
parallel decrease in PDE2A and miR-139-5p levels that we observed in NCI H295R cells in
vitro suggests that the -Cat-dependent expression of miR-139-5p is coupled to that of its host
gene PDE2A. Conversely, MUCL cells, which originate from a neck ACC metastasis with no
activating mutation in B-Cat gene, display reduced levels of B-Cat and barely detectable levels
of PDE2A and miR-139-5p compared to H295R cells. MiR-139-5p has been shown to regulate
Wnt/B-Cat signaling pathway in cervical cancer’# and bladder cancer’ by targeting TCF4 and
WNT1, respectively. In ACC, we did not observe a regulatory feedback loop between miR-
139-5p and Wnt/B-Cat signaling as shown by TOP-Flash reporter assays.

We found that miR-139-5p expression was strongtly correlated with PDE2A expression in the
two European and American cohorts of ACC patients (COMETE-ENSAT and TCGA).
Interestingly, a previous study showed that miR-139-5p was correlated with PDE2A expression
in 30/31 cancers of the TCGA consortium’®. However, no correlation between miR-139-5p/-3p
and PDE2A expression was observed in vitro in acute myeloid leukemia (AML), in gastric
cancer (GC) and colorectal cancer (CRC), suggesting that depending on the cellular context,
independent transcription start sites or post-transcriptional mechanisms could be involved’’~
9 It is worth mentioning that, by contrast to ACC, miR-139-5p is underexpressed in AML, GC
and CRC and acts as a tumour-suppressor miRNA in many cancers®?8t,

To strengthen our observations in vitro, we analysed the relationship between Wnt/B-Cat
pathway mutational status and miR-139-5p levels in ACC patients. Importantly, we found that
patients with mutations have significantly higher levels of PDE2A and miR-139-5p and a
significantly lower level of NDRG4 when compared to patients with no known mutation in the

Wnt/B-Cat pathway. However, we also found that 7 patients out of 28 had high levels of miR-
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139-5p in the absence of identified mutations Wnt/B-Cat pathway. A potential mechanism that
may explain these findings is a nuclear expression of active B-Cat in some patients with wild
type CTNNB1, as it has been reported previously®3. Furthermore, the nuclear localization of B-
catenin was shown recently to be promoted by LEF-1 in cancer cells®. These findings led us
to analyze miR-139-5p expression in function of the expression of LEF1, a well-known
downstream target gene of B-Cat in ACC%11538384 \We postulated that the level of LEF1
transcription factor could reflect the global activity of Wnt/B-Cat pathway in ACC whether it
holds a known mutation or not. Remarkably, LEF1 was the only transcription factor of the
LEF/TCF family members tested, whose expression tightly correlates with that of miR-139-5p.
LEF1 better separates patients with high and low expression of miR-139-5p, PDE2A and
NDRG4 than does the B-Cat pathway mutational status. We also identified LEF1 as a powerful
survival predictor in ACC, with more statistical power than the mutational status of Wnt/ 3-Cat
pathway. In addition, survival prediction with LEF1 is comparable to that obtained with the
whole transcriptome defining the C1A and C1B ACC subgroups. Establishing prognosis with
a single gene expression might be more practical in a translational perspective. These data
confirm that transcript expression better predicts patients’ outcome than the mutational status,
as recently reported in a genome-wide analysis of prognostic features in human cancers®.

In summary, our study provides the first analysis of the impact of aberrant activation of Wnt/B-
Cat signaling pathway on the whole miRnome in cancer cells. We demonstrate that 3-Cat is
involved in the upregulation of several miRNAs which are associated with poor outcome in
ACC, including those of the 14932 cluster and most of all, miR-139-5p, that we have previously
found upregulated in aggressive tumors. Expression of miR-139-5p is strongly correlated with
the expression of its host gene PDE2A in ACC cells in vitro as well as in patients. Moreover,
ACC with mutated Wnt/B-Catenin pathway display higher levels of miR-139-5p as compared
to non-mutated ACC. Finally, we provide evidence that high LEF1 expression in ACC
correlates even better with high miR-139 expression than the mutational status of Wnt//B-Cat
pathway and is associated with significantly worse survival for the patients. These findings may
trigger further mechanistic studies on the role of aberrant Wnt/B-Cat signaling in promoting

ACC aggressiveness through miRNA-mediated circuits. Because (-Cat is a multifunctional



protein whose therapeutic targeting may have serious adverse events, miRNAs could serve

as downstream targets of Wnt signaling pathway for the treatment of ACC.
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Supplementary Figure 1: Doxycycline do not silence B-Catenin and Axin2 expression in H295R pTer cells.
H295R shp and pTer cells were cultured without (B-Cat+ cells) or with Doxycycline (B-Cat-) cells during 10 days.
(A) and (B) represent the levels of expression of B-Catenin mRNA and protein assessed by RT-qPCR and
western blot, respectively. (C) and (D) represent the levels of expression of Axin2 mRNA and protein assessed by
RT-gPCR and western blot, respectively. (E) A representative western blot for B-Catenin and Axin2 protein levels,
with a-tubulin as a loading control. Graphs for gPCR and western blot analyses represent the mean + SD of two
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Supplementary Figure 2: Doxycycline do not affect the TOP-FOP Flash luciferase activity in pTer control cells.
The graph represents the Firefly/Renilla activity ratio after 48h of culture with or without Doxycycline. Shown are
the mean £ SEM of three experiments.

188



% of survival

% of survival

% of survival

miR-377-5p miR-377-3p
-~ MR high = miR low -~ MR high = miR low
100% 100% 100%
75% 75% 75%
™ ™
= =
[ [
50% 2 50% 2 50%
k-] k-]
ES ES
25% 25% 25%
p=0018 p = 0.00088
0% 0% 0%
0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
Time (in months) Time (in months)
Mumber at risk Mumber at risk
miR high 22 8 7 4 0 miR high 22 9 5] 2 0 miR high
miR low 22 19 9 4 0 miR low 22 18 10 6 0 miR low
miR-541-3p miR-138-5p
-~ MR high = miR low -~ MR high = miR low
100% 100% 100%
75% 75% 75%
™ ™
= =
[ [
50% 2 50% 2 50%
k-] k-]
ES ES
25% 25% 25%
p = 0.0059 p = 0.00035
0% 0% 0%
0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
Time (in months) Time (in months)
Mumber at risk Mumber at risk
miR high 22 10 7 4 0 miR high 22 9 4 0 0 miR high
miR low 22 17 9 4 0 miR low 22 18 12 8 0 miR low
miR-2110 miR-513a-5p
-~ MR high = miR low -~ MR high = miR low
100% 100%
75% 75%
™
=
[
50% 2 50%
k-]
ES
25% 25%
p=0015 p=0.0042
0% 0%
0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
Time (in months) Time (in months)
Mumber at risk Mumber at risk
miR high 22 1" 7 4 0 miR high 22 16 1 6 0
miR low 22 16 9 4 0 miR low 22 11 5 2 0

miR-1185-2-3p

-~ MR high = miR low

p=0019
0 40 80 120 160
Time {in months)
Mumber at risk
22 8 7 4 0
22 19 9 4 0
miR-320b
-~ MR high = miR low
p=0026
0 40 80 120 160
Time {in months)
Mumber at risk
22 1" 5 3 0
22 16 11 5 0

Supplementary Figure 3: Overall survival of the patients of the COMETE-ENSAT Cohort depending on miRNA expression
in the tumor. For each miRNA, the population was divided in two equal groups of 22 patients, the low and high groups
corresponding to patients with a lower and higher expression as compared to the median value of the miRNA level. The
p-value was calculated with the Log Rank test.
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Supplementary Figure 4: Doxycycline silences miR-139-5p in H295R shp cells but not in pTer cells. H295R shp
and pTer cells were cultured without (B-Cat+ cells) or with Doxycycline (B-Cat-) cells during 10 days. The graph
shows the mean + SD of two independent experiments
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Supplementary Figure 5: Expression levels of miR-483-3p after B-Cat silencing in NCI H295R cells,
assessed by RT-gPCR.
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Supplementary Figure 6: Expression of miR-320b, miR-2110, miR-513a-5p, miR-541-3p, miR-377-3p and miR-377-
5p following B-Cat silencing (B-Cat- cells) during 10 days. The graphs show the mean + SEM of 3 independent

experiments.
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Supplementary Figure 7: Effects of 3-Cat silencing on PDE2A expression in shf and pTer cells after 3 and 10
days of culture in the presence of Doxycycline. (A) and (B) represent the levels of expression of PDE2A mRNA
assessed by RT-gPCR and PDE2A protein expression assessed by western blot. (C) A representative western blot
for PDE2A with a-tubulin used as a loading control. Graphs for qPCR and western blot analyses represent the mean
+ SD of 2 independent experiments.
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Supplementary Figure 8: Effects of -Cat silencing on NDRG4 mRNA expression at D3, D5, D7 and D10 in shf
cells treated with Doxycycline. Shown are the median values of 5 independent experiments.
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Supplementary Figure 9: Effects of 3-Cat silencing on NDRG4 expression in shf and pTer cells. (A) and (B) Levels
of expression of NDRG4 mRNA and protein in shB and pTer cells treated or not with Doxycycline (mean = SD of 2
independant experiments). (C) A representative western blot for NDRG4 in shp and pTer cells.
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Supplementary Figure 10: Silencing B-Cat in H295R cells using a specific sSiRNA represses Axin 2, PDE2A as well
as miR-139-5p expression and upregulates NDRG4 protein levels. Cells were transfected either with control siRNA
or B-Cat siRNA at D0. The graphs represent the mean £ SEM in 3 independent experiments at D3 and D10 for (A) B-
Cat mRNA, (B) Axin2 mRNA, (C) PDE2A mRNA, (D) NDRG4 mRNA, (E) B-Cat protein, (F) Axin2 protein, (G)
PDE2A protein, (H) NDRG4 protein, (J) miR-139-5p, (K) miR-483-5p and (L) miR-483-3p. Statistical analyses were
described in details in Materials and Methods. (I) shows a representative western blot of the 3 independent
experiments.
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Supplementary Figure 11: (A) Rescuing miR-139-5p in H295R cells silenced for B-Cat using siRNA prevents the
upregulation of NDRG4 protein. Graphs for rescue experiments represent the mean + S.EM of 2 independent
experiments. (C and D) Inhibition of miR-139-5p in H295R cells does not change either the levels of B-Cat protein or 3-
Cat/TCF-driven luciferase activity. Shown are the mean = SEM of three independent experiments. (E) A representative
western blot for B-Cat with a-tubulin used as a loading control.
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Supplementary Figure 12: Distribution of LEF1 mRNA expression in the tumor of ACC patients from the COMET-
ENSAT cohort. The black line shows the bi-modal distribution of LEF1 expression in all the tumors, the blue line
shows its distribution in tumors without known mutations in the Wnt/B-Cat pathway and the red line shows the
distribution in tumors with known mutations in Wnt/B-Cat pathway. The vertical dotted line shows the local
minimum at the threshold of 5.2 obtained from fitting Gaussian mixture with the Expectation-Maximization (EM)
algorithm.
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Supplementary Figure 13: (A) Levels of PDE2A and (B) NDRG4 in function of LEF1 expression level in the TCGA
cohort. (C) Patients overall survival in the TCGA cohort based on LEF1 expression level (threshold 3.3).
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Supplementary Table 1 : gPCR TagMan miRNA assay ID

MiRNA TagMan Assay ID
hsa-miR-139-5p 002289
hsa-miR-483-5p 002338
hsa-miR-483-3p 002339
hsa-miR-377-5p 002128
hsa-miR-377-3p 000566
hsa-miR-1185-2-3p 476998 mat
hsa-miR-541-3p 002201
hsa-miR-320b 002844
hsa-miR-2110 121216 mat
hsa-miR-330-3p 000544
hsa-miR-513a-3p 002091
RNU48 001006
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Supplementary Table 2 : gPCR primers

Gene | Accession Forward primer Reverse primer
number

HPRT NM_000194.3 | 5'- ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT -3’ | 5- TTGAGCACACAGAGGGCTACAATG -3’
RPL13A | NM_012423.4 | 5-TTAATTCCTCATGCGTTGCCTGCC-3’ 5-TTCCTTGCTCCCAGCTTCCTATGT-3’
CTNNB1 | NM_001904.4 | 5-CTTCACCTGACAGATCCAAGTC-3’ 5-CCTTCCATCCCTTCCTGTTTAG-3’
(B-Cat)
Axin2 NM_004655.4 | 5-CGAGTAGCCAAAGCGATCTAC-3' 5-GCTGCTTCTTGATGCCATCTC-3’
PDE2A | NM_002599.5 | 5-GAGAGGCACCACTTTGCTCA-3’ 5-ATGCGCTGATAGTCCTTCG-3’
NDRG4 | NM_020465.4 | 5-ATGTGGGCCTCAACCACAAA-3’ 5-GGAACTGGTACCCCTGAGGA-3’




Supplementary Table 3: List of the 54 mature miRNAs whose expression was changed

following B-Cat silencing. Selected miRNAs for RT-qPCR validation are indicated in bold.

miR ID

MIMAT

Type of change

hsa-miR-504-5p

MIMAT0002875

hsa-miR-330-3p

MIMAT0000751

hsa-miR-182-3p

MIMATO0000260

hsa-miR-6772-3p

MIMATO0027445

hsa-miR-653-5p

MIMATO0003328

hsa-miR-377-5p

MIMATO0004689

hsa-miR-135a-3p

MIMATO0004595

hsa-miR-4443

MIMATO0018961

hsa-miR-760

MIMATO0004957

hsa-miR-769-3p

MIMATO0003887

hsa-miR-181c-5p

MIMAT0000258

hsa-miR-628-5p

MIMAT0004809

hsa-miR-653-3p

MIMAT0026625

hsa-miR-425-3p

MIMAT0001343

hsa-miR-541-3p

MIMAT0004920

hsa-miR-7977 MIMAT0031180
hsa-miR-4326 MIMAT0016888
hsa-miR-320b MIMATO0005792

hsa-miR-377-3p

MIMAT0000730

hsa-miR-4753-3p

MIMAT0019891

hsa-miR-1306-5p

MIMATO0022726

hsa-miR-139-5p

MIMAT0000250

hsa-let-7i-3p

MIMAT0004585

hsa-miR-184

MIMAT0000454

hsa-miR-1908-5p

MIMAT0007881

hsa-miR-92b-5p

MIMAT0004792

hsa-miR-135a-5p

MIMAT0000428

hsa-miR-532-5p

MIMAT0002888

hsa-miR-331-3p

MIMAT0000760

hsa-miR-363-3p

MIMAT0000707

hsa-miR-513a-5p

MIMATO0002877

hsa-miR-370-5p

MIMAT0026483

hsa-miR-589-5p

MIMATO0004799

hsa-miR-324-5p

MIMAT0000761

hsa-miR-125b-1-3p

MIMATO0004592

hsa-miR-489-3p

MIMATO0002805

hsa-miR-1185-2-3p

MIMAT0022713

hsa-miR-99a-3p

MIMATO0004511

hsa-miR-676-3p

MIMAT0018204

hsa-miR-191-3p

MIMATO0001618

hsa-miR-2110

MIMATO0010133

hsa-miR-1468-5p

MIMATO0006789

hsa-miR-26a-2-3p

MIMAT0004681

hsa-miR-450a-1-3p

MIMAT0022700

hsa-miR-1304-5p

MIMAT0005892

hsa-miR-3162-5p

MIMATO0015036

hsa-miR-561-3p

MIMATO0003225

hsa-miR-152-3p

MIMAT0000438

hsa-miR-145-3p

MIMAT0004601

hsa-let-7f-1-3p

MIMAT0004486

hsa-miR-431-3p

MIMATO0004757

hsa-miR-221-5p

MIMAT0004568

hsa-miR-202-5p

MIMAT0002810

hsa-miR-758-5p

MIMAT0022929
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3. Discussion de article

Nos travaux de recherche montrent que la B-Caténine controle 1’expression de certains miRs.
Ce résultat est original car la plupart des études sur le lien entre B-Caténine et miRs étudient
I’influence d’un miR particulier sur la voie Wnt/p-Caténine. Par ailleurs, notre travail est le
premier a évaluer I’impact global de la B-Caténine sur le paysage microARN dans le CCS, mais
a notre connaissance ce travail n’a pas non plus été effectué¢ dans d’autres cancers, rendant notre
approche particulierement innovante.

L’analyse de la position génomique des miRs dont I’expression est modulée par la B-Caténine
montre qu’une partie de ces miRs est situé¢ au niveau du locus 14q32. Ce locus a été impliqué
dans I’agressivité de nombreux cancers et nous avions déja montré qu’environ 50% des miRs
significativement surexprimés dans les CCS agressifs appartenaient a ce locus. L’implication
de ce locus dans le pronostic des CCS a également été démontrée dans les études pan-
génomiques de Assié et al. et de Zheng et al??42%,

Nous avons pu montrer que miR-139-5p, un miR impliqué dans 1’agressivité et le pronostic du
CCS faisait partie des miRs les plus réprimés dans les cellules B-Cat". Cela n’était pas le cas de
miR-483-5p et miR-483-3p, deux miRs également bien identifiés comme marqueurs de
malignité au niveau tumoral et d’agressivité au niveau circulant : ces deux miRs présentaient
un niveau identique dans les cellules B-Cat™ et B-Cat’, suggérant 1’absence d’implication de la
B-Caténine dans leur expression dans le CCS, a l’inverse de qui a été observé dans
I’hépatocarcinome ou le carcinome gastrique®¥'#%, En effet, il a été rapporté que la B-Caténine
(sauvage) induit I’expression du locus miR-483 (miR-483-5p et -3p) indépendamment de son
géne hote IGF2 par I’intermédiaire d un promoteur spécifique localisé dans le second intron du
géne IGF2%. Par ailleurs, cette méme étude a montré que miR-483-3p cible directement le
transcrit p-Caténine et réprime son expression, une régulation qui est perdue en présence de la
B-Caténine mutée sur la sérine 45. Dans le carcinome gastrique, la surexpression de miR-483-

5p induit I’expression de la B-Cat et de ses genes cibles, incluant la cycline D1, Bcl2 et MMP2



(matrix metalloproteinase-2). Ces données suggérent des interactions complexes entre le locus
miR-483 et la voie Wnt/B-Caténine qui seraient contexte-dépendants.

Nous avons ensuite sélectionné 8 miRs candidats, dont miR-139-5p, pour une validation en RT-
gPCR et avons confirmé les résultats du RNA-seq pour 7 de ces 8 miRs, le huitiéme n’étant pas
suffisamment exprimé pour conclure (Ct > 35). De fagon intéressante, nous avons validé une
diminution progressive mais tres prononcée et tres significative de miR-139-5p : en effet, a J10,
les cellules B-Cat™ avaient une extinction quasi compléte de miR-139-5p.

Ceci nous a incité a nous intéresser a la régulation de PDE2A, géne hdéte de miR-139-5p,
récemment identifié comme une cible de la B-Caténine et intervenant dans le maintien de la
zonation corticosurrénalienne. Nous avons confirmé une extinction quasi compléte de I’ARNm
de PDE2A et de I’ordre de 80% de sa protéine. Ce résultat suggere une co-transcription de miR-
139-5p et de PDE2A. Nous avons ¢galement examiné 1’expression de NDRG4, un geéne
suppresseur de tumeur identifié par notre équipe comme géne cible de miR-139-5p. Nous avons
pu montrer que la diminution de la B-Caténine provoquait une augmentation de la protéine de
NDRG4. Nos expériences de reconstitution du niveau d’expression de miR-139-5p
(expériences de « rescue ») dans les cellules B-Cat” permettent de diminuer 1’expression de la
protéine de NDRG4. Nous démontrons donc que 1’induction de NDRG4 dans les cellules -
Cat est liée a la diminution de miR-139-5p et non a la diminution de la -Caténine. Par ailleurs,
nous avons observé que I’inhibition de 1’expression de miR-139-5p dans les H295R a I’aide
d’antagomiRs spécifiques ne modifiait pas 1’expression de la protéine PB-Caténine, ce qui
suggere 1’absence de rétrocontrdle de miR-139-5p sur celle-ci.

Le modeéle cellulaire H295R, qui présente la mutation S45P de CTNNB1 et donc une B-
Caténine stabilisée et constitutivement active, récapitule parfaitement les caractéristiques
présentes chez les patients avec CCS agressifs (haut niveau de miR-139-5p et bas niveau de
NDRG4). Toutefois, une de ses limitations est que 1’étude de 1’impact de la modulation
d’expression de la -Caténine sur les miRs a été réalisée en diminuant I’expression de celle-Ci.

Chez les patients, il est évident qu’il n’existe pas de situation similaire et pour mimer au mieux
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les situations cliniques existantes, il apparait plus pertinent d’augmenter I’activité de la voie
Wnt/B-Caténine dans une lignée de CCS ne présentant pas de mutation activatrice de CTNNBL.
A ce jour, en dehors de la lignée H295R, la seule lignée de CCS disponible commercialement
est la lignée SW13, qui présente I’inconvénient d’€étre mal caractérisée. En effet, son origine
oncologique réelle est toujours débattue entre CCS primitif ou métastase surrénalienne d’un
autre primitif. Afin de consolider nos observations, nous avons étudié la lignée de CCS humain
MUC-1 récemment développée par le Dr Constanze Hantel*®’. A la différence de la lignée
H295R issue d’une tumeur primaire, la lignée MUC-1 a été générée a partir d’'une métastase
surrénalienne cervicale et ne posséde pas de mutation activatrice de la B-Caténine mais une
mutation pour TP53. Nous avons observé que les cellules MUC-1 ont un niveau d’expression
a la limite de la détection de la -Caténine, de PDE2A et miR-139-5p et un niveau d’expression
de NDRG4 environ 5 fois plus élevé par rapport aux cellules H295R (cf Article 1). Ces
observations nous ont amenés a surexprimer la B-Caténine sauvage dans les MUCL et a
déterminer D’effet de cette surexpression sur PDE2A, miR-139-5p et NDRGA4.
Malheureusement, si nous avons réussi a augmenter significativement 1I’expression de la -
Caténine (environ 15 fois) et a activer la voie de signalisation (systéeme rapporteur TOPFlash),
I’expression des génes cibles de la B-Caténine, Axin2 et PDE2A, n’était pas augmentée
(résultats non montrés), rendant ce modéle complexe pour évaluer I’impact de de 1a p-Caténine
sur miR-139-5p et NDRG4. Des altérations moléculaires potentielles pour 1’heure inconnues
dans cette lignée métastatique pourraient €tre a 1’origine de ces observations. Toutefois, 1’étude
des effets de la surexpression d’une B-Caténine mutée S45P dans les MUC-1 est en cours afin

de clarifier nos observations.

Dans une seconde partie, nous avons analysé le lien entre f-Caténine, PDE2A, miR-139-5p et
NDRG4 chez les patients, a partir des données publiques du transcriptome des cohortes
COMETE-ENSAT et TCGA. Nous nous sommes tout d’abord intéressés au statut mutationnel

pour ZNRF3 et CTNNBL1 pour analyser le niveau de miR-139-5p chez les patients en fonction



de la présence ou non d’une mutation ou d’une altération du nombre de copies de ces deux
génes. Nous avons montré que le niveau de PDE2A et de miR-139-5p était significativement
augmenté et que le niveau de NDRG4 était significativement diminué chez les patients mutés
dans la cohorte COMETE-ENSAT. Nous n’avons pas pu faire cette analyse pour la cohorte
TCGA. En effet, le taux de mutation rapporté sur le site web hébergeant les données publiques

https://portal.gdc.cancer.gov/ ne refléte pas le taux global d’altérations moléculaires publié par

Zheng et al. Pour CTNNBL1, les deux taux sont assez proches avec un taux de mutations de
14.4% sur le site web versus 15.9% dans Darticle publié. Pour ZNRF3, la différence est
cependant importante avec un taux de mutation de 4.4% sur le site versus 19.3% dans 1’article
publié. Cette différence correspond en fait a la différence entre « mutations somatiques »
(chiffres publiés sur le site web) et « altérations moléculaires » (chiffres publiés dans I’article).
Pour ZNRF3 notamment, cette différence importante s’explique par le fait que la plupart des
altérations de ce gene sont des altérations du nombre de copies avec des délétions homozygotes,
et non des mutations somatiques. Ces données sont issues d’une analyse par puce SNP : du fait
de leur caractere fortement identifiant, ces données ne sont pas disponibles publiqguement.
Seules des données indirectes de log-R Ratio par segment de chromosome et de ploidie par
échantillon sont disponibles en acces libre. De fait, une ré-analyse des données aurait été
nécessaire, ce qui n’a pas €té possible a notre niveau.

Toutefois, I’analyse sur la cohorte COMETE-ENSAT nous a permis d’identifier un sous-
groupe de 8 patients avec un haut niveau de miR-139-5p sans mutation / altération moléculaire
rapportée dans la voie Wnt/B-Caténine. Il a été montré que certains patients avaient une
accumulation nucléaire de PB-Caténine sans altération de ZNRF3 ou CTNNB1%**. Cette
observation nous a incités a analyser le niveau d’expression des 4 facteurs de transcription
TCF/LEF de la B-Caténine : TCF1, LEF1, TCF3 et TCF4. Parmi ces facteurs de transcription,
comme expliqué dans la partie IV de I’introduction, TCF3 a plut6t une activité de répression
de la transcription, LEF1 une forte activité d’activation de la transcription, tandis que TCF1 et

TCF4 ont une activité de répression ou d’activation de la transcription variables selon le
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contexte. Notre analyse a déterminé que seul LEF1 avait une distribution bimodale, tous les
patients mutés ayant un haut niveau d’expression de LEF1. Ce constat nous a poussés a ré-
analyser les groupes en fonction du niveau d’expression de LEF1. Nous avons montré 1) que
LEF1 discriminait mieux les patients en fonction de leur niveau d’expression de miR-139-5p,
PDE2A et NDRG4 que le statut mutationnel pour la voie Wnt/B-Caténine ; 2) que I’expression
de LEF1 était un excellent marqueur pronostic de la survie globale des patients ; et 3) que la
prédiction de la survie par LEF1 était superposable a celle donnée par le transcriptome entier.
Ainsi, nos travaux confirment que le niveau d’expression de I’ARNm est un prédicteur plus
puissant du pronostic que le statut mutationnel, comme publié trés récemment par Smith et
Sheltzer*®® dans une analyse portant sur 33 types de cancer et comme validé dans les CCS par

le travail d’Assié et al. et de Jouinot et al.?*32%",

En conclusion, I’activation aberrante de la voie de signalisation Wnt/B-Caténine dans le
CCS module I’expression de certains miRs de mauvais pronostic, dont miR-139-5p et des
miRs du locus 14¢32. L’expression de miR-139-5p est fortement corrélée a celle de son
gene hoéte, PDE2A, une cible directe de la p-Caténine. L’étude mécanistique plus
approfondie des liens entre voie de signalisation Wnt/g-Caténine et miRs, en relation avec
I’agressivité et le pronostic du CCS permettrait de développer de nouvelles pistes
thérapeutiques.

Au plan pronostic, nous confirmons que la valeur prédictive du transcriptome peut étre
récapitulé par certains géenes clés : nous avons ainsi identifié LEF1 comme un gene

particulierement intéressant dans la détermination du pronostic du CCS.



Comme présenté dans la partie 11, le troisiéme objectif de la these était d’étudier le role de miR-
139-5p dans la croissance tumorale in vivo, en développant un modele murin de greffe pseudo-
orthotopique a partir de cellules H295R présentant une inactivation/répression de miR-139-5p.
La technique initialement retenue était la génération d’une telle lignée par la technique
CRISPR-Cas9 par une prestation externe. Toutefois, les différents prestataires contactés ne
pouvaient nous garantir une inactivation exclusive de miR-139-5p, la technique pouvant
¢galement étre responsable d’une inactivation de miR-139-3p.

Nous avons donc opté pour une approche basée sur la répression de miR-139-5p a I’aide d’un
lentivirus permettant I’expression concomitante de la GFP et d’une éponge a miR-139-5p
inductible (8 répétitions successives de la séquence complémentaire de miR-139-5p) (Figure
27A). L’ajout de doxycycline dans le milieu de culture induit la transcription de 1’éponge
porteuse des séquences cibles de miR-139-5p qui vont le séquestrer et empécher son action
biologique. Le lentivirus possedait une cassette de résistance a la Zéocine permettant de
sélectionner les cellules transduites (Figure 27B).

Nos premiers résultats étaient encourageants : aprés 48h de transduction par le lentivirus, 50%
des cellules environ étaient GFP+ (Figure 27C et D). L’incubation des cellules non-triées en
présence de doxycycline pendant 1 semaine induit une expression significative de 1’éponge de
miR-139-5p dans les cellules transduites (Figure 28A). Le niveau d’expression de cette éponge
n’est pas influencé par la dose de Doxycyline (1, 2 ou 5pg/mL). Toutefois, la baisse obtenue de
I’expression de miR-139-5p sur cette population polyclonale était de seulement 20%, ce qui
était insuffisant pour initier les expérimentations in vivo (Figure 28B).

Une premiére sélection a la Zéocine devait permettre d’obtenir une population transduite a

100%.
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Figure 27 : Transduction de I’éponge a miR-139-5p dans les cellules H295R
(A) Principe d’une éponge 4 miR. (B) Schéma du lentivirus transduit, exprimant 8 séquences complémentaires de miR-
139-5p. (C) Cellules GFP+ aprés transduction visualisées en microscopie de fluorescence. (D) Pourcentage de cellules
transduites (GFP+ en vert : 44.7%) aprés analyse par cytométrie de flux (FACS).
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Figure 28 : Induction de I’éponge a miR-139-5p dans une population de cellules H295R
polyclonale apres 7 jours de traitement a la Doxycycline
(A) Expression de ’ARNm de 1’éponge a miR-139-5p et (B) Expression de miR-139-5p, mesurées par gPCR. Les
H295R non transduites (Mock) ont été analysées au jour 0 (DO) et au jour 7 (D7) de culture et les H295R exprimant
I’éponge (139-sponge) ont été analysées & DO et & D7 de traitement (Dox+) ou non (Dox-) a la Doxycycline. Les
résultats présentés sont ceux d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes, réalisées en duplicats.



Toutefois, nous avons rencontré des difficultés de sélection puisque méme a tres faible dose de
Zéocine (5pug/mL), les cellules transduites mourraient au bout de 10 jours de sélection (pour
comparaison, la dose de Zéocine utilisée avec les H295R transduites avec le ShRNA B-Caténine
est de 20pg/mL).

Nous avons donc procédé a une sélection clonale, aprés un tri initial par FACS. Cette étape
s’est avérée particuliérement ardue puisque la sélection clonale des cellules H295R est connue
pour étre difficile. La technique de sélection clonale par dilution limite en plaque 96 puits n’a
pas été menée a son terme : en effet, aucun clone n’a pu étre obtenu par cette technique. Nous
avons donc effectué une sélection clonale selon la méthode proposée par 1’équipe du Dr MC
Zennaro (PARCC), a savoir I’ensemencement de quelques milliers de cellules en boite de pétri.
Les clones isolés étaient repérés et suivis plusieurs semaines pour leur développement. Chaque
clone a été repiqué en plaque de 24 puits. Nous avons pu générer plusieurs clones viables de
cette facon.

Nous avons ensuite examiné l'efficacité de la transcription de I'éponge en RT-gPCR dans
quelques clones sélectionnés : dans les cellules H295R non modifiées et les cellules transduites
avec I'éponge controle, '’ARNmM de I'éponge a miR-139-5p n’est pas détecté que ce soit en
absence ou en présence de Doxycycline (2ug/mL) (Figure 29A). En revanche, dans les cellules
transduites avec 1’éponge a miR-139-5p, nous avons détecté une expression substantielle de son
ARNM en absence de Doxycycline comparée a celle des cellules induites a la Doxycycline. Le
systeme est donc fonctionnel, mais il y existe une fuite de I'expression basale du transgene
associee a une augmentation modérée apres induction a la Doxycycline (de 1’ordre de 6 fois).
L’expression de miR-139-5p n’est pas affectée aprés induction de 1’éponge controle mais elle
est inhibée de 20 a 30% aprés induction de 1’éponge a miR-139-5p. Ces résultats sont

comparables a ceux obtenus avec la population polyclonale de cellules H295R (Figure 29B).
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Figure 29 : Induction de I’éponge a miR-139-5p dans une population de cellules H295R
monoclonale apres 7 jours de traitement & la Doxycycline a 2pug/mL
(A) Expression de I’ARNm de I’éponge &8 miR-139-5p et (B) Expression de miR-139-5p, mesurées par gPCR dans
les H295R non transduites (Mock), les H295R transduites avec une éponge a séquence aléatoire (contrdle) ou avec
I’éponge a miR-139-5p (139-sponge). Les résultats présentés sont ceux de deux expériences réalisées en duplicats.

Afin de mieux comprendre ces résultats, nous avons quantifi¢ le nombre de copies de I’ARNm
de I’éponge par rapport au nombre de copies de miR-139-5p dans les H295R traitées par
21g/mL de Doxycycline. Le nombre de copies de miR-139-5p s’est révélé 3000 fois plus élevé
que le nombre de sites de fixation disponibles via 1’éponge induite (8 sites par ARNm). Ainsi,
notre hypothése est que les séquences éponges produites sont rapidement saturées compte tenu
du niveau d’expression trés élevé de miR-139-5p dans les H295R. Ceci expliquerait le faible
niveau d’extinction de miR-139-5p observé dans nos conditions.

L’analyse de la littérature nous a montré que classiquement, 1’induction d’une éponge a miR
était de I’ordre de la centaine de fois le controle non-induit*®®. Par ailleurs, quelques études ont
suggeré que les éponges a miRs seraient plus efficaces lorsque leur séquence est imparfaitement
complémentaire & celle du miR cible car moins sensible a la dégradation®®®4%2, Notre éponge a
miR-139-5p a été dessinée avec une complémentarité parfaite a la séquence de miR-139-5p
comme préconisé dans la plupart des études antérieures. L utilisation d’une séquence éponge a

mMiR-139-5p qui mime [Dinteraction canonique des miRs avec leur cibles (appariement



imparfait) est a 1’étude, dans un contexte de recherche ou I’utilisation de ces outils reste encore
émergente et non-complétement maitrisée. Ainsi, a ce jour, le modele cellulaire envisagé pour

les expériences in vivo reste a donc mettre en place.
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4 - Conclusion générale et

perspectives
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Notre premier objectif était d’évaluer la modulation du miRnome dans des cellules H295R (-
Cat+ versus B-Cat-, afin d’identifier les miRs candidats pouvant étre sous le contrdle de la -
Cat. Nous avons montré que 1’extinction de la B-Caténine induit des variations d’expression
d’au moins 54 miRs. Sur ces 54 miRs, 42 miRs avaient une expression diminuée dans la
condition B-Cat” en comparaison a la condition B-Cat*. Ainsi, s’il a été largement démontré que
plusieurs miRs peuvent moduler 1’expression de la B-Caténine, nous démontrons ici pour la
premiére fois que la pB-Caténine peut moduler ’expression de plusieurs miRs, en exercant

principalement une régulation positive sur leur expression.

L’analyse de la position génomique des miRs identifiés montre qu’une partie d’entre eux est
localisé au niveau du locus 14q32, dont I’implication dans plusieurs cancers a été démontrée”®,
Il est intéressant de voir qu’au niveau de ce locus, I’expression des miRs peut étre soit
augmentée, soit diminuée, en réponse a une variation d’expression de la B-Caténine. Nous
avions déja identifié ce locus comme abritant des miRs surexprimés dans les CCS agressifs?4°
et I’implication de ce locus dans les CCS a été confirmée par les études pan-génomiques?2422°,
Par ailleurs, parmi nos 8 miRs candidats pour une validation d’expression par RT-gPCR, 4 ont
été choisis pour leur appartenance a ce locus et 3 ont été validés comme étant diminués apres
extinction de la B-Caténine. Une premiére perspective est donc d’étudier les mécanismes de
régulation de ce locus par la B-Caténine dans le CCS et d’approfondir 1’étude du réle de ce
cluster dans la physiopathologie du CCS par invalidation des miRs régulés par la p-Caténine.
Par ailleurs, la recherche de séquences consensus de TCF/LEF au sein des promoteurs de ces
miRs et leur validation fonctionnelle par immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) et/ou

test de gene rapporteur (luciférase) apres mutation de leur promoteur permettrait d’évaluer

I’action directe ou indirecte de la 3-Caténine sur ce locus.
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Nous avons par ailleurs identifié miR-139-5p comme faisant partie des miRs les plus sous-
exprimés apres extinction de la B-Caténine. Cette diminution d’expression est parfaitement
corrélée a celle de son géne hdte PDE2A, identifié récemment comme une cible directe de la
B-Caténine. Ceci suggére une co-transcription de miR-139-5p et PDE2A par la B-Caténine dans
le CCS. Les travaux de Pignatti et al. ont identifié par ChIP deux sites actifs de liaison de
TCF/LEF situés aux positions +19762 bp (premier intron) et -8545 bp (promoteur distal) par
rapport au site d'initiation de la transcription du géne PDE2A dans la surrénale de souris?2. Des
expériences similaires dans des cellules corticosurrénaliennes humaines permettraient de mieux
caractériser le mécanisme de co-transcription de miR-139-5p et PDE2A. D’autres perspectives
intéressantes seraient d’étudier d’une part, le role de PDE2A dans la tumorigenése
surrénalienne puisque ce géene est impliqué dans la zonation du cortex surrénalien et semble
donc avoir une importance particuliére pour ce tissu??, et d’autre part, d’étudier le role de miR-
139-5p dans le développement et la transdifférenciation des cellules de la zone glomérulée en
cellules de la zone fasciculée. Un modele de souris transgénique invalidée pour miR-139-5p

spécifiguement dans la surrénale seraient particulierement utile dans ce contexte.

Notre modele cellulaire se basait sur la modulation de la signalisation Wnt par extinction de la
B-Caténine elle-méme. Toutefois, il a ét¢ montré dans le CCS que ’altération la plus fréquente
était la délétion homozygote de ZNRF3, un répresseur de la voie Wnt. Par ailleurs, nous avons
montré que certains patients, bien que non « mutés » pour ces deux génes avaient un niveau
élevé du facteur de transcription de la voie Wnt/B-Caténine LEF1, associé a une expression
élevée de miR-139-5p. Ceci suggere qu’il peut y avoir une modulation de 1’expression des miRs
par LEF1 indépendamment de mutations de la B-Caténine.
Ceci souléve plusieurs questions :

e L cffet observé sur les miRs dans nos cellules est-il propre a la B-Caténine ou est-il en

lien avec une hyperactivation générale de la voie Wnt/p-Caténine ?



e Quelles sont les conséquences d’une répression de ZNRF3 ou de LEF1 sur le profil

d’expression global des miRs dans les cellules H295R?

e Existe-t-il un lien fonctionnel entre ZNRF3 et I’expression de miR-139-5p dans le CCS?
Pour répondre a ces questions, des expériences de modulation de I’expression de ZNRF3 ou de
LEF1 par des siRNA ou des vecteurs de surexpression permettraient de déterminer si les effets
sur les miRs et sur les caractéristiques de nos cellules sont identiques a ceux observés par la

modulation d’expression de la B-Caténine.

Par ailleurs, comme développé dans la partie 11) des Résultats, la consolidation de nos résultats
par un modéle cellulaire de surexpression de la B-Caténine dans une autre lignée cellulaire
surrénalienne serait importante. Nos expériences de surexpression de la B-Caténine sauvage
dans les cellules MUC-1 n’ont pas permis d’induire 1’expression des génes cibles de la -
Caténine, Axin2 et PDE2A, suggérant que ce modele ne serait pas pertinent dans ces conditions.
Nous avons acquis récemment un vecteur commercial exprimant la B-Caténine mutée S45P

(OriGene) que nous envisageons de tester.

Enfin, nous avons étudié I’impact de I’activation aberrante de la voie de signalisation [3-
Caténine sur les miRs tumoraux, mais un aspect intéressant serait d’étudier son impact sur les
miRs sécrétés dans des petites vésicules extracellulaires de type exosomes. Nous avons réalisé
des analyses par RNA-seq des miRs des exosomes produits par les cellules B-Cat” et p-Cat’,
I’analyse des données est actuellement en cours. Des observations préliminaires suggerent que

I’export de certains miRs dans ces nanovésicules est contr6lé par la B-Caténine.

Notre deuxiéme objectif était d’évaluer I’expression de miR-139-5p chez les patients en

fonction de leur statut mutationnel pour la B-Caténine. Nous avions déja montré que les patients
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avec un niveau élevé de miR-139-5p avait un moins bon pronostic en terme de survie globale*°.
Notre étude montre que les patients avec une mutation somatique ou une altération du nombre
de copie au niveau de ZNRF3 ou de CTNNBL1 (groupe des patients dits « mutés ») ont un niveau
plus élevé de miR-139-5p que les patients « non-mutés ». Toutefois, certains patients non-
mutés ont un haut niveau de miR-139-5p. Nous avons montré que LEF1, un facteur de
transcription de la voie Wnt/B-Caténine était plus puissant pour identifier les patients a haut
niveau de miR-139-5p que le statut mutationnel. Par ailleurs, LEF1 est un meilleur prédicteur
de survie globale que le statut mutationnel et semblait &tre un bon marqueur représentatif du
transcriptome, tout comme BUB1B-PINK1. Dans la cohorte COMETE-ENSAT, 28 patients /
44 (63%) étaient classés dans le groupe « LEF high » tandis que dans la cohorte TCGA 45
patients / 79 (57%) étaient classés « LEF high » versus environ 40% de patients présentant une
altération moléculaire sur la voie Wnt/B-Caténine??#22>, Nos données confirment que les
données de transcriptome sont plus intéressantes que les données mutationnelles, en accord
avec la littérature®’.

Ceci souléve plusieurs questions et perspectives :

e Pourquoi certains patients ont un haut niveau de LEF1 sans avoir d’anomalie
moléculaire de CTNNB1 ou de ZNRF3 ? S’agit-il d’anomalies non identifiées ou rares
au niveau d’autres composants de la voie (APC, Axin, GSK3p, CK1a, LRP5/6...) ? Ou
existe-t-il des modulations de LEF1 indépendantes de la voie Wnt/B-Caténine ?

e Les mesures de ’ARNm de LEF1 sont issues de données transcriptomiques : la mesure
de LEF1en RT-qPCR, a I’instar de ce qui a été proposé pour la signature BUB1-PINK1,

confirmerait-elle son intérét pronostique dans le CCS ?

Ce travail a été effectué sur des miRs et des génes exprimés au niveau tumoral. L analyse des
piéces tumorales est intéressante pour définir le pronostic global du patient, mais elle ne
représente qu’une vision figée de la pathologie du patient. Par ailleurs, il existe une

hétérogenéite intra tumorale, notamment au niveau des mutations somatiques, tandis que le



profil de méthylation et le profil d’altération chromosomique semblent plus stables***. Ces
analyses sont toutefois plus difficiles a réaliser en pratique clinique courante a ce jour. De plus,
I’obtention de tumeurs surrénaliennes a des fins de recherche nécessite la mise en place d’un
circuit dédié, qui n’est pas forcément simple a mettre en place. On peut donc légitimement se
poser la question de I’apport pronostique des miRs dans le sang circulant. Nous avons déja
montré que I’expression sérique de miR-483-5p dans les 3 mois post-opératoire était un
marqueur pronostique de la survie sans progression®?’. Il serait intéressant d’analyser les miRs
sériques selon le profil mutationnel pour la voie de signalisation Wnt/p-Caténine et le profil
LEF1 des patients.

Dans cette optique, il est également nécessaire de permettre le transfert de la technique de
dosage des miRs en pratique clinique courante. Le projet de recherche COMETE-CARE auquel

nous sommes associ€s et démarré en fin d’année 2021, poursuit notamment cet objectif.

A ce jour, nous n’avons pas pu mettre au point notre modele de tumeurs avec inhibition
inductible de miR-139-5p in vivo. Nous poursuivons actuellement les travaux en ce sens. La
démonstration d’un impact de miR-139-5p sur la croissance tumorale in vivo ouvrirait la voie
a la proposition de thérapies ciblant spécifiquement ce miR. A ce jour, la thérapie par les miRs
est balbutiante : seuls une dizaine de thérapies basées sur les miRs ont été testées en clinique,
et aucune n’a atteint la phase I1I de recherche clinique*®®. L’un des principaux problémes de ces
thérapies sont les effets hors cibles, liés a un grand nombre de génes cibles potentiels des miRs.
Pour résoudre ce probleme, la vectorisation des miRs au sein de nanoparticules avec adressage
organe-spécifique serait une solution. La glande surrénale, du fait de son caractére stéroidogene,
a la particularité de métaboliser les lipides en quantité plus importante que d’autres organes. Le
CEA-LETI de Grenoble a développé depuis plusieurs années des nanoparticules lipidiques et
I’étude de leur biodistribution a montré une accumulation de ces particules dans les organes

métabolisant les lipides, notamment la glande surrénale*®®-4%8, Notre équipe a mis au point des
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nanoparticules lipidiques (Lipidots) chargées en anti-miRs a des fins thérapeutiques pour le
CCS*®. Les premiers résultats obtenus montrent que la biodistribution de ces Lipidots chargés
en anti-miRs est cantonnée aux tissus stéroidogénes (surrénales, ovaires) chez les souris
femelles et qu’ils s’accumulent massivement dans des tumeurs de CSS sous-cutanées in vivo.
Ainsi, I’ensemble des travaux de notre équipe ouvrent la voie au développement de thérapies
innovantes par des anti-miRs spécifiquement adressés a la surrénale, évitant ainsi les effets hors
cibles, en dehors d’effets sur les gonades, qui nécessiteraient une prise en charge de

conservation de la fertilité chez le patient.

En conclusion, nos travaux ouvrent tout un champ d’investigations fondamentales pour
mieux caractériser le lien entre voie de signalisation Wnt/p-Caténine et I’expression des
miRs, notamment ceux du locus 14932 et miR-139-5p. Le role de LEF1 dans cette
modulation d’expression des miRs, en lien direct ou non avec les composants en amont de
la voie canonique Wnt reste a étudier. A moyen terme, cela permettrait de développer de
nouveaux marqueurs pronostiques et d’envisager des stratégies thérapeutiques basées sur

P’inhibition de miRs oncogéniques.
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1) Article 2 : Revue « MicroRNA Therapeutics in Cancer: Current Advances

and Challenges »

Soha Reda EIl Sayed, Justine Cristante, Laurent Guyon, Josiane Denis, Olivier Chabre &
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Simple Summary: Cancer is a complex disease associated with deregulation of numerous genes.
In addition, redundant cellular pathways limit efficiency of monotarget drugs in cancer therapy.
MicroRNAs are a class of gene expression regulators, which often function by targeting multiple
genes. This feature makes them a double-edged sword (a) as attractive targets for anti-tumor therapy
and concomitantly (b) as risky targets due to their potential side effects on healthy tissues. As
for conventional antitumor drugs, nanocarriers have been developed to circumvent the problems
associated with miRNA delivery to tumors. In this review, we highlight studies that have established
the pre-clinical proof-of concept of miRNAs as relevant therapeutic targets in oncology. Particular
attention was brought to new strategies based on nanovectorization of miRNAs as well as to the
perspectives for their applications.

Abstract: The discovery of microRNAs (miRNAs) in 1993 has challenged the dogma of gene expres-
sion regulation. MiRNAs affect most of cellular processes from metabolism, through cell proliferation
and differentiation, to cell death. In cancer, deregulated miRNA expression leads to tumor de-
velopment and progression by promoting acquisition of cancer hallmark traits. The multi-target
action of miRNAs, which enable regulation of entire signaling networks, makes them attractive tools
for the development of anti-cancer therapies. Hence, supplementing downregulated miRNA by
synthetic oligonucleotides or silencing overexpressed miRNAs through artificial antagonists became
a common strategy in cancer research. However, the ultimate success of miRNA therapeutics will
depend on solving pharmacokinetic and targeted delivery issues. The development of a number of
nanocarrier-based platforms holds significant promises to enhance the cell specific controlled delivery
and safety profile of miRNA-based therapies. In this review, we provide among the most comprehen-
sive assessments to date of promising nanomedicine platforms that have been tested preclinically,
pertaining to the treatment of selected solid tumors including lung, liver, breast, and glioblastoma
tumors as well as endocrine malignancies. The future challenges and potential applications in clinical
oncology are discussed.

Keywords: cancer; preclinical research; multi-target therapy; microRNA delivery; nanotechnology;

nanoparticles; nanomedicine platforms

1. Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are highly conserved small non-coding RNAs, which regulate
gene expression through imperfect base pairing to the 3'-untranslated region (3'-UTR)
of target mRNA. For the most part, miRNA binding through partial complementarity to
the target transcript leads to its degradation or repression of its translation [1]. MiRNAs
have a particular biogenesis that makes their expression both spatially and temporarily
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controlled [2]: miRNA genes are transcribed into hairpin-containing primary transcripts
(pri-miRNA). Pri-miRNAs are cleaved by the Double-Stranded RNA-Specific Endoribonu-
clease DROSHA (RNase III) and its cofactor DiGeorge syndrome Critical Region 8 (DGCRS)
into short hairpin pre-miRNAs in the nucleus. Pre-miRNAs are then transported into the
cytoplasm by an Exportin-5 RanGTP complex to undergo further processing into approx-
imately 22 nucleotides-double-stranded mature miRNAs by the Dicer RNase I1I/TRBP
(HIV-1 transactivating response (TAR) RNA-binding protein) complex. The resulting small
RNA duplex is then assembled into AGO (Argonaute) protein within the RNA-Induced
Silencing Complex (RISC) where the guide strand is selected to exert its effect on the target
transcript [3].

Given their small size of ~22 nucleotides, miRNAs can regulate various genes, in
a developmental and tissue-specific manner [4]. To date, about 1917 human precursors
and 2654 mature miRNAs have been described in miRBase (http://www.mirbase.org/;
accessed on 22 October 2018), some of which have been implicated in human pathologies.
Their involvement in cancer was first demonstrated in 2002, when miR-15 and miR-16-1
were found to be downregulated in Chronic Lymphocytic Leukemia [5]. Since then, high
throughput molecular profiling allowed detection of aberrant miRNA expression in various
tumors as compared to healthy tissue [6]. These cancer-associated miRNA signatures
result from alterations of several mechanisms including structural genetic alterations
(chromosomal deletions/amplifications and mutations), defects in the miRNA biogenesis
machinery [7], and epigenetic changes such as altered DNA methylation [8]. Tumor
hypoxia is also a key regulator of miRNNA expression. Notably, Hypoxia Inducible Factor-
la (HIF-1or) downregulates miR-34a, thus promoting epithelial to mesenchymal transition
by targeting the Notch signaling pathway in epithelial cells [9]. Further genetic studies
indicated that the specific localization of more than 50% of miRNA genes in fragile genomic
regions favors their imbalanced expression, thus their involvement in tumorigenesis. In
general, miRNAs embedded in cancer-deleted loci (such as the miR-15a-miR-16-1 cluster
at 13q14) act as tumor suppressors, whereas miRNAs located in cancer-amplified genomic
regions (such as the miR-17-92 cluster) function as oncogenes [10].

In addition to their major involvement in tumorigenesis and metastasis, miRNAs
have been linked to drug resistance, the principal limiting factor to achieving cures in
patients with cancer [11,12]. Indeed, alterations in miRNA expression profiles lead to
anticancer drug resistance by abnormally regulating the expression of genes involved in
multi-drug-resistance (MDR) mechanisms, such as ATP-binding cassette (ABC) transporter
genes, apoptosis- and autophagy-related genes, and drug metabolism-related genes [13].
For example, over-expression of miR-223 or miR-298 in doxorubicin (DOX)-resistant hep-
atocellular carcinoma (HCC) cells or in breast cancer cells, respectively, increased their
sensitivity to DOX through ABCB1 (ABC Subfamily B Member 1) downregulation [14,15].
In chronic myeloid leukemia, miR-212 inhibition resulted in ABCG2 (ABC Subfamily G
Member 2) upregulation and increased ABCG2-dependent efflux of Imatinib [16]. Knock-
down of miRNA-182 and miRNA-205 improve the sensitivity of non-small-cell lung cancer
(NSCLC) to cisplatin, and enhanced apoptosis through upregulation of the pro-apoptotic
proteins phosphatase and tensin homolog (PTEN) and programmed cell death-4 (PDCD4),
respectively [17,18]. Autophagy is activated in cancer cells during chemotherapy and often
contributes to drug resistance [19]. Zou et al. found that ectopic expression of miRNA-30a
significantly reduced beclin 1 and cisplatin-induced autophagy while significantly increas-
ing HCC and breast cancer cell apoptosis [20]. MiRNAs also regulate drug-metabolizing
enzymes such as the cytochrome P450 (CYP) superfamily, which catalyzes the metabolism
of most drugs. As observed for ABC transporters, the expression level of drug-metabolizing
enzymes is frequently higher in various types of cancers compared with normal tissues.
MiR-27b and miR-892a were found to respectively target and downregulate CYP1B1 and
CYP1A1 expression in breast cancer [21,22] and to impair the benzo(a)pyrene-mediated
decrease in cancer cell viability [22]. All these findings reinforce the idea that subsets of
miRNAs may have clinical relevance as therapeutics agents.
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Besides their validation as powerful tools for diagnosis, inhibition of miRNA activity
and/or enhancement of miRNA function (miRNA replacement) strategies led to promising
results in terms of antitumor effects in preclinical models [23-26]. It is worth mentioning
that the development of miRNA-based therapies continues to benefit from the major
advances made in siRNA/RNA therapeutics. As components of the RNA interference
(RNAI) process, both miRNA and siRNA are able to knockdown oncogenic genes by
targeting mRNA expression. MiRNA and siRNA have similar physicochemical properties
(double-stranded RNA with 21-23 nucleotides) and use the same intracellular machinery
to be active (function of the RNA-induced Silencing Complex). Therefore, it is conceivable
that similar technologies can be applied to both types of RNA for therapeutic purposes.
However, the origin and mechanisms of action of miRNA and siRNA differ: miRNA
are encoded by the cell genome and regulate endogenous genes while siRNA function
after exogenous delivery; miRNA mostly use 7-8 nucleotides from their 5'-end to identify
target mRNA sequence and to induce mRNA degradation or inhibition of translation.
Consequently, a single miRNA is able to bind and target more than one mRNA, thus
allowing multi-target action on several genes, which often work together as a network
within the same pathway [27]. This property is attractive for the treatment of multifactorial
diseases such as cancer but can also lead to potential off-target effects. In contrast, siRNA
use their full length to recognize their target sequence and mediate cleavage of the target
mRNA, thus permitting target specificity and the ability to inhibit the expression of a
mutant oncogenic protein without affecting the wild type. Nevertheless, siRNAs can in
turn cause unintended gene silencing due to miRNA-like effects when their 5'-end of the
guide strand is complementary to the 3'-UTR of the mRNA.

A series of stringent criteria must be met before bringing miRNAs from bench to
bedside (Figure 1). These include safe delivery, limitation of off-target effects which are
inherent to miRNA mechanisms of action, and reduction of toxicity and immune responses.
In this review, we summarize the emergence of miRNA-based therapy as a strategy to treat
cancer by specifically targeting signaling pathways leading to the disease. We cover the
approaches implemented for the delivery of miRNA mimics or anti-miRNAs (antimiRs)
with an emphasis on nanotechnology-based formulations for the treatment of major cancer
types and rare endocrine tumors in preclinical models. The challenges that persist for
translating laboratory breakthroughs to the clinic are discussed.

Pre-clinical studies
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Figure 1. Translating miRNA biology from bench to bedside in cancer. As for the classical drug discovery workflow,

development of miRNA therapeutics consists of 3 main levels: proof of concept research, preclinical studies, and clinical

trials. (1) Identification of candidate miRNAs for therapy. MiRNA expression is quantified in tissue, cells, or body fluids of
healthy and tumor specimens (RT-qPCR: Reverse Transcription-quantitative PCR; RNA-Seq: RNA sequencing). (2) Potential
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targets of differentially expressed miRNAs can be identified using target prediction softwares and validated in reporter gene assays
vectors using target transcript 3/-UTR cloned downstream of luciferase reporter and miRNA mimics/inhibitors. (3) Design of
therapeutic miRNA requires stabilization and encapsulation of miRNAs in well characterized carriers. (4) Evaluation of the effects of
miRNA-loaded nanocarriers on several biological processes in cancer cell models is a pre-requisite for the development of therapeutic
protocols in vivo. (5) Therapeutic miRNA candidates are tested in animal cancer models alongside animal behavior and recovery
before the evaluation of the antitumor effects. (6) Initiation of clinical trials requires a careful assessment of efficacy and toxicity in
pre-clinical studies. Doses and side effects are particularly monitored for FDA approval and treatment scale-up.

2. Main Approaches for Therapeutic Targeting of miRNAs

MiRNA expression patterns can be modulated to abolish or restore miRNA biological
function. To inhibit oncogenes or restore tumor suppressors, one anti-cancer strategy
consists of silencing the overexpressed oncomiRs or replacing the downregulated tumor
suppressor miRNAs [28]. There are three approaches to achieve miRNA loss of func-
tion: miRNA sponges, antisense oligonucleotides (antagomiRs, antimiRs), and genetic
knockouts based on the application of Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR-associated protein 9 (CRISPR/Cas9) genome-editing technologies [29,30].
Synthetic miRNA sponge vectors express transcripts with miRNA binding sites that mimic
those found in natural mRNAs and complementary to the targeted miRNA [31]. This
system sequesters endogenous intracellular miRNAs, thus preventing their binding avail-
ability for the target mRNAs [32]. By transducing a retroviral miRNA sponge to inhibit
miR-9, Ma et al. demonstrated that metastasis was significantly reduced in a syngeneic
mouse model of breast cancer [33]. High affinity-inhibition is also feasible via chemically
modified oligonucleotides such as locked nucleic acids (LNA). As a part of the cell endoge-
nous DNA repair machinery, the CRISPR/Cas9 system has been reported recently as a
potent genetic engineering tool for miRNA-based therapeutic intervention. Yoshino and
colleagues targeted miR-210-3p and miR-210-5p using the CRISPR/Cas9 system in renal
cell carcinoma cell lines and demonstrated that deletion of miR-210-3p increased tumori-
genesis, both in vitro and in vivo [34]. Another growing field in miRNA therapeutics is
miRNA replacement therapy which aims at restoring miRNAs, which are downregulated
or deleted in cancer cells [35]. With the recurrence of downregulated tumor suppressor
miRNAs in human malignancies, mainly miR-34 and let-7, administration of miRNA
mimics can re-establish miRNA levels to their basal non-pathological states. Indeed, a
decrease of let-7 promotes expression of a number of oncogenic factors, including RAS,
Myec, cyclins, and cyclin-dependent kinases [36]. In cultured lung cancer cells as well as in
pre-clinical models of lung cancer, re-introduction of let-7 mimics impedes cell proliferation
and reduces growth of lung tumors [37]. MiR-34a is markedly under-expressed in most
human cancer types. Re-expression of miR-34a induces growth arrest and apoptosis, by
silencing pro-proliferative and anti-apoptotic genes [38].

3. Delivery Platforms for miRNA Therapeutics

Improvement of miRNA mimics or antimiRs stability and development of safe and
efficient delivery systems are critical steps to bring miRNA therapies from bench to bedside.
Indeed, synthetic miRNA mimics or antimiR oligonucleotides have short half-life and are
immediately degraded in biological fluids by nucleases [39]. To overcome this hurdle,
several strategies have been devised, including chemical modifications such as phosphodi-
ester and phosphorothioate internucleotide linkages, addition of a 2’-O-methyl group or
synthesis of locked nucleic acids in which the ribose ring is constrained by a methylene
linkage between the 2-oxygen and the 4-carbon. In addition to chemical modifications,
entrapment of therapeutic miRNAs within functionalized nanoparticles allowed further
improvement in their protection from degradation, decreased the immune response and
enhanced the circulation time. Finally, conjugation of nanoparticles with targeting ligands
such as proteins, peptides, and antibodies improved cellular uptake and specific targeting
of the tumor site.
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Several viral and non-viral miRNA delivery systems have been used successfully
in vitro and in vivo. Nevertheless, whether based on chemically modified oligonucleotides,
miRNA sponges or miRNA mimics, developing therapeutic approaches still present clear-
ance, accessibility, tissue-specific targeting and safety issues [40]. The exponential growth
in nanotechnology research is expected to help to overcome these barriers: oligonucleotides
can be encapsulated into complex nanoparticles (NPs) capable of efficient and targeted
drug delivery. Besides improved endosomal escape, these nanocarriers achieve tumor-
selective accumulation through the Enhanced Permeability and Retention (EPR) effect, a
central paradigm in cancer nanomedicine [41]. This passive targeting mechanism results
from the extravasation of long-circulating nanoparticles (diameter < 100 nm) through the
leaky tumor microvasculature into the tumor interstitium. Subsequent nanoparticle cellu-
lar uptake and intracellular fate are strongly influenced by their size, shape and surface
properties [42].

Genetically modified viral vectors, including retroviruses, lentiviruses, adenoviruses and
adeno-associated viruses (AAVs) have long been used for gene therapy and also designed
to deliver transgenes encoding miRNA mimics or antagonists [43]. Virus-like nanoparticles
(VLNPs) are noninfectious protein shells or capsids, composed of virus-derived structural
proteins and devoid of the pathogenic elements of the viral genome. VLNPs can be produced
from infections of host cells or by recombinant protein expression and self-assembly. The
advantage of viral vectors is to provide high infection efficiency and persistent expression
of the transgene. For example, systemic lentiviral delivery of miR-15a/16 in a mouse model
of Chronic Lymphocytic Leukemia restored the expression of miR-15a/16, reduced malig-
nancy with decreased proliferation and increased apoptosis of malignant lymphoid cells [44].
However, lentiviruses and retroviruses can integrate their own reverse transcribed DNA into
the host genome, which may lead to insertional mutagenesis and activation of oncogenic
pathways. Thus, non-integrating adenoviruses and AAVs have been used as alternative
miRNA carriers as they keep their own genomes in episomal form. For example, systemic
delivery of miR-26a carried by AAVs showed cell cycle arrest and apoptosis induction in
hepatocellular carcinoma cells and tumor growth inhibition [45]. Although the viral vectors
used are replication-deficient, some problems such as toxicity, immunogenicity, and manu-
facturing complexity shifted the research in nanomedicine towards non-viral carriers. Thus,
polymeric non-viral vectors, which have been favored due to their low immunogenicity, ease
of production, controlled composition, and chemical flexibility, have represented an attractive
alternative to viral vectors (Figure 2).

Various types of natural and synthetic polymers have been used in miRNA-based ther-
apies. Interest in synthetic cationic polymers resulted from their potential to form polyelec-
trolyte complexes with nucleic acids. Polyethyleneimine (PEI), an organic macromolecule
with a high cationic-charge-density potential, is the most commonly used polymeric gene
delivery system. The overall positive charge of PEI makes it convenient for condensing
large negatively charged molecules such as nucleic acids, resulting in the formation of
polyplexes through electrostatic complexation. Following endocytosis, PEI undergoes
protonation of its amine groups within endosomes and thereby exerts a proton-sponge
effect. Proton accumulation triggers cytosolic water towards the endosomes, leading
therefore to osmotic swelling, endosome bursting, and PEI polyplexe release into the cy-
tosol [46]. Systemic or local application of PEI/miR-145 complexes into a mouse model of
colon carcinoma significantly reduced tumor proliferation and increased apoptosis, with
concomitant repression of c-Myc and ERKS [47]. Natural cationic polymers including
chitosan and dextran (polysaccharides) were also successfully tested for miRNA delivery
to treat multiple myeloma and osteosarcoma in preclinical models [48,49]. Chitosan has a
strong binding affinity for nucleic acids at low pH as its protonated amine groups rapidly
interact with negatively charged molecules such as miRNAs. A major drawback of chitosan
nanoparticles is that these interactions are almost irreversible thus preventing efficient drug
release. Lipid chains or negatively charged polymers have been combined with chitosan to
improve nucleic acid delivery [50].
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Figure 2. Schematic representation of commonly used and emerging nanoplatforms for miRNA delivery. (A) Natural and
synthetic polymers can form electrostatic complexes with nucleic acids such as miRNAs. (B) Nanoparticle-based platforms
are characterized by tunable size, shape, and surface characteristics, which enable them to have compatibility with different
administration routes. Specific recognition molecules such as antibodies or peptides can be grafted to target tissues more
specifically. Tumor-derived exosomes are being increasingly explored as delivery systems in cancer research since their
identification as drivers of organotropic metastatic spread. However, their complex composition and still non-established
biological functions led to the development of Exosome-Mimetic Nanosystems that recapitulate natural exosomes structure
with a controlled composition.
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Other studies investigated the potential of inorganic materials such as gold (Au) or
silica NPs in miRNA-based therapy. Inorganic NPs feature several advantages, including
tunable size, surface properties, and multifunctional capabilities. Multiple strategies have
been used for the functionalization of Au-NPs to increase their bonding with biological
molecules and facilitate the intracellular payload release. Gold nanoparticles (Au-NPs)
can be functionalized with thiol groups to increase their bonding with miRNA [51]. This
approach has been reported by Ekin et al. to successfully convey miR-145 to prostate
PC3 and breast MCF-7 cell lines [52]. An additional polyethylene glycol (PEG) layer was
shown to stabilize Au-NPs nanoformulations by limiting their aggregation and miRNA
degradation [53]. Moreover, Au-NPs binding with the target site can be addressed by
decorating their surface with target specific ligands. Even though AU-NPs have received
a lot of interest over the past few years, more investigations related to biocompatibility,
cytotoxicity, retention, and clearance time are needed to conceive conjugated Au-NPs
with minimal side effects [54,55]. Mesoporous silica nanoparticles (MSN) are a special
group of inorganic NPs that have porosities at the nanoscale. They provide a high surface
area, thermal stability, and easy surface modification, with biocompatible and non-toxic
properties. Their large and active surface allows the attachment of different functional
groups for targeted drug delivery. Among the many strategies that are used to functionalize
MSNSs, chemical modifications within the pores to increase the retention time of loaded
molecules, coating with PEG for stabilization and attachment of targeting ligands to target
specific cell receptors have been extensively investigated. Tivnan et al. exploited the high
expression level of the tumor-associated antigen disialoganglioside (GD2) in neuroblastoma
to develop GD2-targeting MSN for the delivery of miR-34 into neuroblastoma murine
models [56]. However, the synthesis of functionalized MSN requires multiple steps with
complex chemical reactions that limited their fabrication at industrial scale.

Lipid-based nanoparticles (LNPs) are widely used due to their efficient cellular uptake
through the cell membrane. Different types of nanoformulations, such as liposomes and
solid lipid nanoparticles (SLNs) prove to be less toxic than other delivery systems such
as polymer nanoparticles, owing to their biocompatibility and biodegradability. MiRNA-
loaded LNPs are usually a cocktail of cationic lipids (N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium chloride (DOTMA) or 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane
(DOTAP)), neutral lipids and PEG, which shield miRNAs either in their aqueous core
or by forming a stable complex via electrostatic interactions with the negatively charged
phosphate groups in miRNA molecules [57]. Helper lipids, i.e., neutral lipids like choles-
terol and dioleoylphosphatidyl ethanolamine (DOPE), can be incorporated in LNPs in
order to reduce the charge-driven toxicity and to enhance delivery efficiency [58,59]. LNPs
increased the therapeutic index of many drugs and offered improved drug targeting and
controlled release. As for the other drug delivery nanosystems, targeted liposomal formu-
lations have been developed by coating liposomes with specific ligands, which bind to
cancer-associated antigens. For example, taking advantage of the selective internalization
of GAH antibodies by gastric cancer cells, Hosokawa et al. showed that doxorubicin
exerted better anti-tumor activity when vectorized in PEG-GAH liposomes than in non-
coated liposomes [60,61]. In the context of miRNA-based therapy, miR-135a-loaded cationic
immunoliposomes coated with anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) antibodies
(Anti-EGFR-CIL-miR-135a) were shown to inhibit gallbladder carcinoma invasion (GBC)
and metastasis, and to promote apoptosis. The GBC tumor growth rate was 60% lower in
xenograft-bearing mice treated with Anti-EGFR-CIL-miR-135a as compared to controls [62].
PD-L1 monoclonal antibody-conjugated miR-130a/oxaliplatin-loaded immunoliposomes
(PD-miOXNP) showed a high efficacy in HGC27 gastric cancer tumors with reduced Ki67+
cells and increased TUNEL+ cells [63]. SLNs offer additional advantages over polymeric
NPs and liposomes. Indeed, incorporation of both hydrophilic and hydrophobic drugs is
achievable along with controlled release of the drug for up to several weeks [64]. Moreover,
the lipids used in the preparation of SLNs are biodegradable and safe. SLN formulations
are also characterized by a high stability and loading capacity as compared to their lipid
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counterparts. The main components of SLN formulation are solid lipids, surfactants, and
water. Solid lipids include fatty acids, triglycerides, steroids, and waxes. Cationic lipids
facilitate interaction with the cell membrane, improving transfection efficiency. Combining
miRNA with chemotherapeutic drugs using SLNs was shown to be a powerful anticancer
strategy. Shi et al. demonstrated that co-incorporation of miR-34a and paclitaxel (PTX) in
SLNs (miSLNs-34a/PTX) increases the uptake of these nanoparticles by B16F10-CD44+
melanoma cells and induces more cell death than single drug-loaded nanoparticles [65].
MiR-34a and PTX exerted a synergistic induction of melanoma cell death. In another
study, cationic SLNs were successfully used to deliver anti-miR-21 oligonucleotide and
Pemetrexed for glioblastoma therapy in vitro [66]. Micelles are nanoparticles that are
formed from the self-assembling of amphiphilic molecules in an aqueous environment.
Reported advantages of micelles include simple preparation, low toxicity and good tissue
penetration properties [67]. However, similar to liposomes, they are prone to dilution
following intravenous administration. Modifications of micelles at their core and their
shell can improve encapsulation efficiency and in vivo stability. Mittal et al. designed
gemcitabine-conjugated cationic micelles for the co-delivery of gemcitabine and miRNA-
205 in pancreatic cancer [68]. Combination formulations efficiently reversed chemoresis-
tance, invasion and migration in gemcitabine-resistant pancreatic cancer cells in vitro, and
showed significant growth inhibition in vivo.

A powerful delivery vehicle based on bacterially derived nanocells, called EDV™ (En-
GenelC Dream Vectors) has been developed by EnGenelC Ltd. (Sydney, Australia) [69]. Bac-
terial nanocells are achromosomal nanoparticles produced by inactivation of the genes that
control normal bacterial cell division. They can package a range of anticancer chemothera-
peutic drugs [70]. Targeted delivery was achieved by using bispecific antibodies, which are
capable of binding the EDVs with one arm and the tumor antigen with the other arm. In
addition, the bacterial cell wall of the nanocells stimulates key components of the immune
system, which are then activated to kill cancer cells. The EDVs proved to be safe and well
tolerated despite high and repeated doses in different animal models [70,71]. This system
has been used to deliver miR-16 to mesothelioma in vivo [72] as well as to mesothelioma
patients (MesomiR-1 clinical trial NCT02369198). Another elegant strategy for miRNA
delivery was inspired by natural exosomes, which shield and convey miRNAs into the
tumor niche. Nevertheless, besides the validation of exosomes as biocompatible molecular
carriers, their clinical translation is still hampered by their complex composition and poor
harvesting yields [73]. To overcome these issues, Vazquez-Rios et al. took advantage of
the existing liposome technology to develop Exosome-Mimetic Nanosystems (EMNs) [74].
These nanostructures reproduce cell-derived exosomes structure, physicochemical proper-
ties, and loading capacities.

4. Application of miRNA-Based Therapeutics in Selected Cancers

In their recent review, Bonneau et al. reported the clinical advances for miRNA
therapeutics in several human diseases, including cancer [75]. In the following sections, we
will describe the preclinical advances in anti-cancer strategies using miRNA-based therapy
for selected common and rare solid tumors. Table 1 provides several examples of in vitro
and in vivo studies using different delivery systems and administration routes to replace
or inhibit miRNAs in cancer cells.

4.1. Lung Cancer

Lung cancer is the most frequent cause of cancer-related deaths worldwide with 5-year
survival rates ranging from 4-17% depending on stage and populations. Liposomes have
been reported to be particularly convenient for drug delivery to the lungs, since they can be
prepared from lung endogenous surfactants. This makes them relevant carriers for miRNA-
targeting molecules to this organ. To date, miR-34a is the most well documented tumor
suppressor miRNA, capable of cell cycle arrest and induction of apoptosis. Its downregula-
tion is reported in various solid tumors including lung cancer, suggesting that replacement
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therapy might be effective for retrieving its physiological levels [76]. Wiggins et al. [77]
showed that systemic delivery of synthetic miR-34a in liposomal formulation could indeed
inhibit tumor growth in NSCLC-bearing mice. No immunogenicity or toxicity were ob-
served. These results were in agreement with prior in vitro experiments on genetic variants
of NSCLC cell lines, showing that transfection of miR-34a reduced cell growth and colony
formation in a p53 dependent manner [77]. In the same line, Kasinski et al. suggested a com-
binatorial approach to co-deliver the tumor suppressors miR-34 and let-7b using NOV340
liposomes in NSCLC. This strategy reduced tumor burden and induced a 40%-increase in
survival rate of Kras®!2P/* /Trp531%/fX mutant mice [78]. Systemic delivery of miR-200c
loaded-NOV340 liposomes has been shown to enhance radiosensitivity in lung cancer
by increasing the oxidative stress response and by inhibiting repair of radiation-induced
DNA double-strand breaks [79]. Thus, rendering treatment-resistant lung cancer sensitive
to radiotherapy through lipid nanoparticle-mediated miRNA replacement appeared as
a promising approach. On the clinical side, miR-34 mimics, encapsulated in NOV340
liposomes (MRX34), were the first miRNA-based therapy approach that entered phase I
clinical testing in 2013 for several solid and hematological malignancies (NCT01829971,
Mirna Therapeutics) [80]. Unfortunately, this study was halted in 2016 following multiple
immune-related severe adverse events observed in the patients [81].

Another approach demonstrated that DOTMA-based cationic lipoplexes (LPs) suc-
cessfully conveyed miR-29b (LP-miR-29b) to both NSCLC A549 cells in culture and NSCLC
xenograft mouse model [82]. After several injections of miR-29b-loaded-lipoplexes in the
tail vein, the treated mice displayed reduced tumor size as compared to negative controls
(LP-miR-NC) and untreated mice. MiR-29b expression in tumor tissue of treated mice was
5-fold higher, confirming the efficient release of miR-29b from DOTMA lipoplexes. As for
the biological impact of restoring miR-29b expression, Wu et al. [82] observed a significant
decrease in miR-29b oncogenic targets DNMT3B (DNA (cytosine-5-)-methyltransferase
3 beta), CDK6 (Cell division protein kinase 6) and MCL1 (Induced myeloid leukemia
cell differentiation protein) with minor toxicity. Nonliving bacterial nanocells (EDVs or
TargomiRs) were used as carriers for miR-16 delivery to 26 NSCLC patients in a phase I
clinical study (NCT02369198). The targeting moiety of this bacterially derived delivery
system was an anti-EGFR bispecific antibody to target EGFR-expressing cancer cells. Tu-
mor growth was impaired after systemic administration of TargomiRs at low dosages.
However, dose-dependent toxicities were reported, i.e., anaphylaxis, inflammation as well
as cardiac events. Variable response rates were observed with 5% of the patients showing
partial response, 68% showing stable disease and 27% showing progressive disease [83].
Based on these observations, the authors recommended to conduct a new trial combining
TargomiRs with chemotherapy or immunotherapy in larger groups of patients. More
recently, Exosome-Mimetic Nanosystems were engineered with organ specific proteins
such as Integrin «634 for the targeted delivery of miR-145 mimics to lung adenocarcinoma
cells. In vivo experiments were carried out using intraperitoneal or retro-orbital injection
of labeled miR-145-EMNs into nude mice bearing lung tumors. Fluorescence was mainly
detected at tumor sites and mild off-target effects were found in the liver and spleen [74].
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Table 1. Examples of in vitro (cell lines) and in vivo studies (preclinical mouse cancer models) that have been conducted to

test miRNA-based therapies in the absence or in the presence of accompanying anticancer drugs.

Delive MiRNA Delive
Cancer Type miRNAs Ty Loading Cell Lines y Results References
System Route In Vivo
Strategy
A549, B,
NCI-H460,
Calu-3,
. NCI-H596,
Neutral Lipid Encapisr‘:lahon NCI-H1650, prlgﬁi‘;;fi rcle;; 4
. Reagent (RNA- . HCC2935, o o
Lung cancer miR-34a LANCEr phosp}ﬁ)hpld— SW-900, it, iv cczlll(l)rr;y ior;t(;iﬁﬁn, [77]
In) mol ion NCI-H226, inl?ib%ti n
CIuisio NCI-H522, °
NCI-H1299,
Wi-38 and
TE353.sk
o Encap§ulatlon KRAS/TP53- Decreased MET
miR-34 Neutral Lipid in mutated and MYC
Nanoemul- phospholipid- NSCLC cell iv . o [78]
let-7 . . . expression; 40%
sions oil lines: H358, better survival rate
emulsion H23, and H441
Decreased
Cationic Electrostatic expression of
miR-29 DOTMA interaction A549 iv miR-29b oncogenic [82]
Lipoplexes targets DNMT3B,
CDK6 and MCL1
Bacterial Loading via Inhibition of tumor
miR-16 Minicells (with non-s §ciﬁc ; iv growth but 83]
EGEFR antibody n-sp dose-dependent -
. Porin channels T
coating) toxicities
Liposomal
}%\)/(I(i)ril(g:if_ Encapsulation Preferential
miR-145 in aqueous Ab549 ip, ro accumulation at [74]
Nanoplat- .
. phase tumor sites
forms (Integrin
634 coating)
Reduced ADAM17
expression;
Viral vector Inhibition of tumor
. . .. . Mahlavu
Liver cancer miR-122 Lentivirus expression SK-HEP-1 sc growth, [84]
system angiogenesis, and
intrahepatic
metastasis
50% growth
suppression of
Sk-Hep-1
Cationic xenografts;
. Encapsulation Sk-Hep-1 it impairment of [85]
Liposomes - .
angiogenesis;
Downregulation of
SRF, IGFIR and
ADAMI10
PEI-modified Electrostatic Inhibition of tumor
Anti-miR-221 PLGA . . HepG2 sc growth; Increased [86]
. interaction ; . .
nanoparticles circulating miR-221
Inhibition of Huh-7
PEL tumor growth by
m1R-19.9a/.b- Cyclodextrin- Electrostatic Huh-7 . targeting mTOR,
3p/anti-miR- . . . iv PAK4, RHOC and [87]
PEG polymeric interaction PDX
10b . EMT pathways.
nanoparticles T .
umor suppression
on PDX
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Table 1. Cont.

MiRNA

Cancer Type miRNAs Delivery Loading Cell Lines Dehver}f Results References
System S Route In Vivo
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Anti-GPC3 Suppression of
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Sorafenib targeted lipid interaction . .
. increased apoptosis
nanoparticles
Liposomes
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acid coating)
Hyaluronic
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Doxorubicin chitosan interaction
. chemotherapy
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Antl.-rmR-.Zl oxide electrostatic MCEF-7 - Adriamycin [92]
Adriamycin . : :
nanocarriers Interaction uptake
miR-9 PEI-modified Electrostatic Effective tumor
miR-21 magnetic . . MCE-7 iv targeting; Reduced [93]
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miR-145 nanoparticles tumor burden
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miR-34 nanoparticles with added SUM159pt it growth [94]
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ox1dg Diagnosis by MRI
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anti-miR-21 peptide- interaction e
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. temozolomide
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Cationic Electrostatic APOPtfillsl;f oM
Anti-miR-21 polyamine-co- . . us7 ced - [96]
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ester
rates
Dendritic Electrostatic Patient- Reduced tumor
miR-34a . . . derived GBM iv [97]
polyglycerolamine interaction cells burden
. . Impaired tumor
Thyroid Anti-miR-146 Invivofectamine Electrost.anc Cal62 it growth; Restored [98]
cancer interaction .
PTEN expression
Anti-miR-21 LNA Chemical RTL-5 sc Inhibition of umor [99]
modifications growth
Viral vector -
. .. . TCP-1 Inhibition of tumor
miR-204-5p Lentivirus expression BCPAP sc growth [100]
system
Bacterial
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EnGenelc Loading via rowth b
Adrenocortical . Delivery &V NCI-H295R . & 1oy
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(with EGFR signaling
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Table 1. Cont.

MiRNA

Cancer Type miRNAs Delivery Loading Cell Lines Dehver}f Results References
System Route In Vivo
Strategy
miR-431 .
Doxorubicin Lipofectamine E.lectrost.atlc NCI-H295R - Rev}? rsed EMT [102]
Mitotane interaction phenotype
Impaired
Ovarian miR-200c Linofectamine Electrostatic SCOV3 B migration and [103]
cancer Paclitaxel p interaction invasion, enhanced -
chemosensitivity
. Viral vector Improved
nnIIliRl{?&Ola Lentivirus expression SCOV3 - sensitivity to [104]
system paclitaxel
Polymeric
Nanoparticles . ImPI.‘OYEd
(monomethox Electrostatic sensitivity to
(poly(eth leng interaction paclitaxel and
miR-7 P }i ly with the . apoptosis of cancer
Paclitaxel glycol))- oly(L-lysine) SCOvs e cells through [105]
oly(D,L- POIYILY; -e7s throug
placti do,a- chains in the inhibition of
co-glycolide)- core EG;?CVIZRK
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Reduced tumor
miR-15a Electrostatic A2780 burden; decreased
miR-16 Liposomes interaction A2780-CP20 iv expression of BMI1 [106]
Cisplatin OVCAR4 oncogene and EMT
markers
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Silica Calcium
. Nanoparticles silicate . Reduced tumor
Anti-miR-21 (with CGKRK trapping OAW42 iv mass [107]
peptide procedure
coating)
S.urfac.e f‘T“C' Disrupted cell
Anti-miR-21 Gold tionalization ) ~ colon [108]
Nanoparticles with amine or ony
- formation ability
thiol groups
Electrostatic OvCa- Boosted immunity
miR-155 PEI interaction associated ip and [109]
dendritic cells better survival
Electrostatic
Prostate Chitosan interaction via Inhibited tumor
Cancer miR-34a Nanoparticles the protonated PC3 iv growth and [110]
P amino groups metastasis
at low pH
Mesoporous Electrostatic Less cancer
Anti-miR-221 Silica interaction PC3 - expansion [111]
Nanoparticles ~ within the pore P
miR-205 Iron oxide Electrostatic PC3 } Inducec;re:goptosm [112]
Docetaxel nanoplatforms interaction C4-2 e
Chemosensitization
ks SSPEIwithRIL  Electrostatic PC3 o fmpaired fumor 1)
peptide coating interaction LNCAP & -

Enhanced survival

It = intratumor; iv = intravenous; ip = intraperitoneal; ro = retroorbital; in = intranasal; ced = convection-enhanced delivery;
PDX = Patient-Derived Xenografts.
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4.2. Liver Cancer

Liver cancer is one of the most common malignancies worldwide and the third leading
cause of cancer-associated mortality. It has a poor prognosis due to largely ineffective ther-
apeutic options. Surgical removal or liver transplantation is the only curative treatments
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for early-stage HCC, the most frequent type of primary liver cancer [114]. Alterations
of miRNAs landscape and their potential as therapeutic targets in liver diseases, includ-
ing liver metabolism dysregulation, liver fibrosis and liver cancer have been the focus
of several reviews [115-117]. Plasma levels of synthetic miRNA antagonists or miRNA
mimics distribute broadly after intravenous administration but later accumulate mostly in
the liver and kidney and remain high up to 24 h after injection [118]. On the other hand,
NPs biodistribution studies have demonstrated that the majority of injected nanomaterials
usually accumulate in the liver before undergoing hepatic clearance [119]. This makes
liver cancer a good model for testing miRNA-based therapy approaches as this organ
can be easily targeted with different delivery systems. Nevertheless, miRNA delivery
through NPs to treat HCC has to take into consideration passive and active mechanisms to
avoid or delay liver elimination. MiR-122, a highly abundant, liver-specific miRNA that
accounts for approximately 70% of the whole hepatic miRNome in humans, was found
to be markedly downregulated in HCC. Restoring miR-122 using a lentiviral expression
vector in metastatic liver cancer cell lines inhibited migration and invasion in vitro as well
as tumorigenesis, angiogenesis, and metastasis in vivo [84]. It was further demonstrated
that miR-122 inhibits hepatocellular carcinoma metastasis by modulating ADAM17 (a
disintegrin and metalloprotease 17) [84] and cyclin G1 (CCNG1) [120]. Hsu et al. demon-
strated that delivery of miR-122 to HCC cells using cationic lipid nanoparticles consisting of
2-dioleyloxy-N,N-dimethyl-3-aminopropane (DODMA), egg phosphatidylcholine, choles-
terol, and cholesterol-polyethylene glycol (LNP-DP1) dramatically downregulated miR-122
target genes [85]. In vivo, LNP-DP1-encapsulated miR-122 mimic induced HCC xenografts
growth suppression without causing systemic toxicity. MiR-26a is expressed at high levels
in normal adult liver but is dramatically downregulated in both human and murine liver
tumors. MiR-26a replacement using AAV as delivery vector potently suppressed cancer
cell proliferation and activated tumor apoptosis in vivo, leading to marked suppression of
tumor growth [45]. It was further shown that miR-26a arrested the cell cycle at G1 phase
in human liver cancer cells by downregulating cyclins D2 and E2. MiR-21 is highly over-
expressed in HCC [121]. Inhibition of miR-21 in cultured HCC cells increased expression
of PTEN tumor suppressor, and decreased tumor cell proliferation, migration, and inva-
sion [122]. Meng et al. investigated poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA)-based nanoparticle
for the delivery of anti-miR-221 to HCC cells and tested its therapeutic efficacy in vitro
and in vivo [86]. PLGA nanoparticles encapsulating anti-miR-221 suppressed HCC cell
growth, colony formation ability, migration, invasion, and impaired tumor growth in mice.
Interestingly, Shao et al. developed a combination therapy by encapsulating miR-199a/b-3p
mimics and anti-miR-10b into a polymer-based nanoplatform PEI-3CD@Ad-CDM-PEG
(PCACP) to treat HCC. PCACP significantly inhibited HCC cell proliferation and tumor
growth by targeting mTOR (mechanistic target of rapamycin), PAK4 (p21-Activated ki-
nase 4), RHOC (Rho-related GTP-binding protein) and epithelial mesenchymal transition
(EMT) pathways both in vitro and in vivo [87]. In an elegant study, Sorafenib (SRF), and
anti-miR-27a-loaded anti-GPC3 antibody targeted cationic LNPs were developed to treat
HepG2 cell xenograft-bearing mice [88]. Combination of SRF and anti-miR-27a (G-527LN)
decreased cell viability and potentiated cell apoptosis compared to SRF alone, suggesting a
synergistic anticancer effect. A significant reduction of tumor burden and marked TUNEL
positive apoptosis were observed in animals treated with G-527LN formulation.

4.3. Breast Cancer

As HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) positive breast cancers
account for 30% of cases associated with poor prognosis, more attention is being brought
to efficiently target this overexpressed receptor. In this context, in vivo studies in mice
models of breast cancer have demonstrated that lentiviral delivery of the tumor suppressor
miR-125a-5p reduced tumor growth, metastasis, and angiogenesis by directly targeting
HDAC4 (Histone deacetylase 4) [123]. Hayward et al. further showed that transfection
of miR-125a-5p in hyaluronic acid-coated liposomes indeed knocked down the HER-2
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proto-oncogene in 21MT-1 breast cancer cells. This resulted in reduced migratory and
proliferative potential due to inactivation of MAPK and PI3K/AKT signaling [89]. Tak-
ing into consideration the overexpressed hyaluronic acid (HA) receptors in breast cancer,
HA /miRNA nanoparticles hold great promises for targeted clinical approaches. Interest-
ingly, HA-chitosan nanoparticles were used to co-encapsulate doxorubicin and miR-34a.
Deng et al. showed that administration of these formulations into nude mice enhanced the
response to chemotherapy and decreased cancer cell migration due to inactivation of Notch
signaling by miR-34a [90,91]. In a similar approach, Adriamycin uptake by MCF-7 cells was
increased when delivered together with anti-miR-21 in PEI graphene oxide carriers [92].
As cancer cells consistently display alterations in multiple microRNNAs, combinatorial
strategies have been implemented. Indeed, in vivo studies conducted by Yu et al. showed a
58%-reduction in tumor volume when packaging miR-9, miR-21 and miR-145 sponges into
PEI-modified magnetic particles [93]. Recently, Panebianco et al. demonstrated that silica
nanoparticles (5i02NPs) allowed delivery of miR-34a into mammospheres and mammary
tumors [94]. MiR-34a/SiO;NPs complexes decreased sphere formation efficiency and
reduced tumor growth in mice. The levels of well-known target genes of miR-34a such as
NOTCH1 (Notch Receptor 1), Cyclin E2 and c-Myc were significantly reduced, indicating
the biological activity of delivered miR-34a.

4.4. Glioblastoma

Despite conventional therapeutic options involving surgery, radiology, and chemother-
apy (mainly Temozolomide), glioblastoma (GBM) remains a lethal malignancy with un-
met clinical needs. The implementation of the RNA interference technology provided
new insights for GBM gene therapy. For example, miR-21 has been recognized as a ma-
jor oncomiR upregulated in GBM. It contributes to tumorigenesis by directly targeting
PTEN, thus blocking expression of key apoptosis-enabling genes such as caspases and
Pp53. MiR-21 overexpression is also associated with drug resistance, hence chemotherapy
failure [124,125]. Conversely, the tumor suppressor miR-100 was shown to trigger the p53
network through regulation of the PLK1 (Polo-Like Kinase gene 1) signaling in tumor-
initiating cells [126]. Of note, this apoptotic pathway is also activated by the gold-standard
GBM treatment, Temozolomide, suggesting a potential chemo-sensitization via miRNA
remodeling [127]. In a combined theranostic-chemotherapeutic approach, gold-iron oxide
NPs were used to co-deliver miR-100 and anti-miR-21 into GBM xenograft-bearing mice.
The carriers were tailored with a GBM cell-targeting T7 peptide and a cyclodextrin-chitosan
polymer layer for specific brain targeting [95]. In vivo experiments were carried out by in-
tranasal inhalation of these nanoformulations to bypass the blood—brain barrier. In parallel,
a group of mice received systemic doses of temozolomide. Remarkably, mice co-treated
with miR-loaded-NPs and temozolomide chemotherapy showed better survival than ani-
mals receiving either miR-NPs or chemotherapy alone, or no therapy. Furthermore, given
their magnetic resonance property, it was possible to track gold-iron formulations by MRI
imaging. Similar results were obtained by intratumor administration of miR-21-inhibiting
NPs named PACE (cationic polyamine-co-ester) [96]. As for most solid cancers, miR-34a
was also investigated in GBM for its apoptosis-inducing capacities. When complexed in a
dendritic polyglycerolamine (dPG-NH2) cationic carrier, miR-34a stability was enhanced,
thus disabling in vitro proliferation and migration of glioma cell lines via C-MET, CDKe,
NOTCH]1, and BCL-2 inhibition [97]. In vivo studies revealed reduced tumor burdens upon
tail vein injection of dPG-NH2-miR-34a polyplexes. Interestingly, the protected miR-34a
was able to cross the blood brain barrier with no reported toxicity.

4.5. Endocrine Cancers

With regard to endocrine tissues, miRNAs are indeed relevant players given their
hormone-like effects with endocrine, autocrine or paracrine regulatory functions medi-
ating intercellular communication [128]. A reciprocal interplay between hormones and
microRNAs has been described: miRNAs can alter hormone metabolism via their binding
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to genes coding for hormones, hormone antagonists, enzymes of hormone biosynthesis,
or even hormone receptors [129]. Conversely, many hormones were shown to modulate
microRNA expression patterns through regulation of miRNA transcription or biogenesis.
Understanding these regulatory feedback loops and how they are perturbed in cancer are
critical for the development of miR-based therapeutics and biomarkers in endocrine tissues.

4.5.1. Thyroid Cancer

Thyroid carcinoma is the most common form of endocrine cancers. According to the
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) registry, thyroid cancers account for
3% of new cancer cases in the US and 0.4% of all cancer deaths with a 2.9-times higher
rate in women. Such tumors normally disrupt hormone secretion and are associated with
hormone-related complications. Papillary thyroid cancer (PTC) is the most common form
of differentiated thyroid neoplasia, which arise from the follicular cells of the thyroid gland.
MiRNA profiling in thyroid tumors led to the identification of specific signatures that
could be useful for diagnosis and possibly for therapy [130,131]. Among others, miR-146b
is highly expressed in PTC and is correlated with pejorative outcome. It was further
demonstrated that the tumor suppressor PTEN holds a miR-146 binding site in its 3'-
untranslated region. MiR-146b-mediated downregulation of PTEN triggers the PI3K/AKT
signaling pathway thus promoting cell proliferation, survival, migration, and invasion.
In agreement with these findings, intratumor delivery of miR-146b inhibitors using lipid
formulations—namely invivofectamine—suppressed miR-146b-induced aggressiveness
in xenograft models [98]. RAS activating mutations have been widely reported in thyroid
cancer. Besides their major effects on the global transcription of protein-coding genes,
activated RAS proteins have been found to promote the increase of a subset of miRNAs,
of which miR-21. Frezzetti et al. showed that LNA-mediated knockdown of miR-21 in
RAS-transformed FRTL-5 thyroid cells was able to inhibit markedly the growth of tumor
xenografts [99]. The Wnt/ [ catenin pathway was shown to be activated in PTC as an
indirect target of the oncogenic miR-155 [132]. Moreover, miR-155 overexpression in PTC
was associated with enhanced survival and colony formation in PTC cell lines. These ob-
servations were confirmed in nude mice inoculated with miR-155-transduced TPC-1 cells
where larger and highly proliferating tumors were obtained, thus suggesting that silencing
miR-155 may be a potential therapeutic strategy for treating PTC. MiRNA replacement
therapy has been also conducted in PTC preclinical models. Functional assays by Liany-
ong et al. showed that miR-204-5p impairs tumor growth through repression of IGFBP-5
(Insuline-like growth factor-binding protein 5). In nude mice, subcutaneous engraftment
of human PTC cells stably expressing miR-204-5p induced smaller tumors as compared
to controls [100]. In addition to their role in the regulation of cancer hallmarks, miRNAs
could also modulate response to adjuvant therapy in thyroid cancer. Approximately 30% of
patients with advanced stages of differentiated thyroid cancer are refractory to radioiodine
therapy, due to reduced expression of the Sodium Iodide Symporter (NIS) [133]. High
levels of miR-146b were shown to disrupt thyroid differentiation and iodide uptake by
direct repression of the transcription factor PAX8 and its target gene NIS. Other genes
involved in iodide transport mechanisms such as Dehalogenase 1 and Deiodinase 2 are also
regulated by miR-146b thus confirming its pivotal role in radioiodine therapy [134]. The
authors suggested that miR-146b-3p /PAXS (Paired box gene 8)/NIS regulatory axis might
be a relevant therapeutic target to modulate thyroid cell differentiation and iodide uptake
for improved treatment of advanced thyroid cancer. All these important findings are
waiting for further exploitation using nanoparticle-based delivery of therapeutic miRNAs
in thyroid cancer.

4.5.2. Adrenocortical Cancer

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare and highly aggressive malignancy (inci-
dence of 4-12 cases per million per year) which develops in the cortex of the adrenal gland.
Cortisol hypersecretion, causing rapidly progressive Cushing’s syndrome, is the most com-
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mon hormone excess in ACC patients. The clinical outcome of ACC is poor, with a 5-year
survival ranging from 15 to 35% [135]. About half of the patients presents with advanced
disease or develop local recurrence and distant metastasis after surgery. Complete surgical
removal of the tumor remains the mainstay treatment option for ACC. Mitotane, the only
FDA-approved drug for this cancer, displays some single-agent activity (10-30% tumor re-
sponse rates) based on its adrenolytic activity, but its broad clinical use is challenged by an
unfavorable toxicity profile [136]. Response to combination of mitotane and cisplatin-based
chemotherapies do not exceed 20% for patients with advanced ACC, either recurring or
metastasizing [137]. Targeted therapies including inhibitors of IGF (Insuline-like Growth
Factor)/mTOR pathway, VEGFRs and other tyrosine kinase receptors such as EGFR and
FGFR have been largely ineffective as monotherapy. The multiple genomic and molecular
alterations reported in ACC (TP53, Wnt/8-catenin, and IGFR pathways) include extensive
deregulations of miRNA expression [138-145]. Among the most frequently deregulated
miRNAs in ACC, miR-483, miR-139-5p, miR-503, and miR-210 were found to be upreg-
ulated, whereas miR-195 and miR-335 were found to be downregulated [146]. However,
miRNA-based therapeutic approaches for ACC are still scarce as most studies focused on
the biomarker potential of tumor or circulating miRNAs [146]. A first preclinical approach
was performed using the genetically modified bacterial nanocells (EDVs) to deliver sys-
temically the tumor suppressor miR-7 into a human ACC mouse model [101]. Specific
tumor homing was ensured by using EGFR-tailored EDVs. MiR-7-loaded nanoparticles
could effectively reduce ACC xenograft growth arising from both an ACC cell line and
patient-derived xenografts, without any evidence of off-target effects. Mechanistically,
this phenotype was mediated by repression of RAF1, mTOR, and CDK1 (Figure 3). As
miR-7 replacement therapy acted synergistically with Erlotinib therapy in head and neck
cancer [147], it is crucial to assess whether combination of miR-7 and mitotane would have
similar effects in ACC. Such was the case of miR-431, which efficiently sensitized ACC
cell lines to mitotane and doxorubicin. In fact, miR-431 was 100-fold underexpressed in
patients who were resistant to adjuvant therapy, when compared to sensitive ones. Follow-
ing transfection of the ACC cell line H295R with miR-431 mimics followed by treatment
with doxorubicin or mitotane, H295R cells showed reduced proliferation and increased
apoptosis. Restoring miR-431 expression could reverse the EMT phenotype as shown
by ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) transcription factor repression [102].
These findings support a great potential of miRNA therapeutics for ACC alongside clinical
trials based on combined chemotherapy [137]. Jung et al. proposed an experimental setup
with liposome-encapsulated chemotherapeutics (L-EDP-M etoposide (E), doxorubicin (D),
cisplatin (P), and mitotane (M)) in order to minimize unintended targeting [148]. Treatment
of the ACC cell line SW-13-derived xenografts in mice induced necrosis and reduction in
tumor size. Interestingly, the research group reported an increased expression of circulating
miR-210 in the L-EDP-M-responsive animals. Since miR-210 is a frequently described as
an oncomiR in ACC, its release from the tumor to the circulation may be valuable for
monitoring response to therapy.

4.5.3. Ovarian Cancer

Intensive analysis of the Cancer Genome Atlas (TCGA) data revealed a large panel of
miRNA deregulations in the three ovarian cancer (OvCa) subtypes (serous, endometrioid,
and clear cell carcinoma). The miR-200 family proved to be of great prognostic value as
it gathers five tumor suppressor miRs arising from 2 genomic clusters, namely miR-200b,
miR-200a, miR-429, miR-200c, and miR-141 [149]. MiR-200c upregulation is predictive of
good prognosis in OvCa. Its overexpression impaired migratory and invasive capacities of
SCOV3 cell lines and significantly increased their susceptibility to microtubule-targeting
chemotherapeutics, i.e., paclitaxel (PTX) [103]. Animal studies conducted by Mateescu
et al. demonstrated that restoring miR-200a and miR-141 favored tumor growth, but simul-
taneously enhanced chemosensitivity to PTX, which is among the first-line chemotherapy
agents used for OvCa [104]. According to the authors, these miRNAs drive a persistent
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oxidative stress response through inhibition of p38«, which is associated with an improved
sensitivity to PTX. However, a major drawback of this compound is induction of survival,
proliferation, and drug resistance upon activation of the EGFR/ERK pathway. Interestingly,
miR-7 was shown to suppress this signaling network, thereby suggesting that combining
miR-7 therapy with PTX in nanoparticles could enhance sensitivity to chemotherapy [105].
Indeed, upon intravenous administration, PTX/miR-7 nanoparticles revealed anti-cancer
properties in OvCa models through the inhibition of PTX-induced EGFR/ERK pathway.
Responsiveness to cisplatin chemotherapy was also improved when liposomal miR-15a
and miR-16 were injected in a chemo-resistant orthotopic OvCa mouse model [106]. A
reduced tumor burden along with decreased expressions of the BMI1 oncogene, the EMT
markers as well as the cisplatin transporter ATP7B were reported in treated mice as com-
pared to negative controls. Peptide modified-porous silicon nanoparticles were used by
Bertucci et al. [107] to encapsulate an anti-miR-21 LNA. A tumor specific-peptide CGKRK
was engrafted on the surface of the nanocarriers for targeted distribution. Internalization,
silencing efficiency, and antitumor activity were firstly determined in cultures of OAW42
OvCa cell lines. In mice bearing subcutaneous xenografts, five doses of anti-miR-21 formu-
lations at 25 mg/kg injected in the tail vein every other day significantly reduced the tumor
mass [107]. Another study demonstrated that gold nanoparticles were attractive platforms
for anti-miR-21 delivery to OvCa cells as they efficiently silenced endogenous miR-21 and
disrupted cell colony formation [108]. Lactic-co-glycolic acid-modified polyethylenimine
(LGA-PEI) could successfully transfer miR-520h mimics into ovarian xenograft tumors [150].
Along the same line, miR-155 loaded-PEI nanocomplexes were used for OvCa immunother-
apy. While miR-155 was demonstrated to have an immune-stimulatory role [151], it was
found underexpressed in OvCa-derived dendritic cells. After intraperitoneal injection,
miR-155-PEI were selectively taken up by dendritic cells residing in ovarian tumors, thus
boosting anti-cancer immunity and increasing mice survival rates by 65% [109].
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Figure 3. A proposed model in which miR-7 replacement via EDVs (EnGenelC Delivery Vehicle) in Adrenocortical
Carcinoma could inhibit multiple oncogenic pathways including mTOR, MAPK and CDK1 signaling pathways [70].

mTORC: mammalian target of rapamycin Complex; 4EBP1: eukaryotic translation initiation factor 4E- (eIF4E-) binding

protein 1; e[F4E: eukaryotic translation initiation factor 4E; S6K: ribosomal protein S6 kinase; eEF2: eukaryotic elongation

factor 2; CDK1: cyclin dependent kinase 1.
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4.5.4. Prostate Cancer

The taxanes docetaxel and cabazitaxel remain the standard of care for prostate cancer
(PCa). However, drug resistance remains a major issue, which imply the development
of new therapeutic strategies. There has been rapidly growing interest in alternative
therapeutic molecules such as miRNAs for PCa. For example, systemic injection of miR-
34a-enriched-chitosan nanoparticles inhibited prostate tumor growth in subcutaneous
xenograft models and prevented bone metastasis [110]. Besides downregulation of its
target genes including MET, Axl, and c-Myc, nanoparticle-mediated restoration of miR-
34a expression in PC3 cells induced apoptosis and autophagy, and decreased PC3 cell
proliferation, invasion, and migration [110]. MiR-221 is one of the most studied oncogenic
miRNA in prostate cancer. By inducing p27 cell cycle checkpoint arrest, miR-221 supports
uncontrolled proliferation, hence cancer expansion. Moreover, high circulating levels
of miR-221 were detected in patients with PCa. This has led Farina et al. to propose a
therapeutic approach consisting of miR-221 inhibitor encapsulation into mesoporous silica
nanoparticles (MSN) [111]. MSN are biocompatible nanoparticles with a high molecular
loading capacity and a possible controlled release of payload. MiR-221 mimic-loaded MSN
were successfully delivered to PC3 cell lines where they recapitulated the biological effects
of miR-221 [111]. The anti-tumor function of miR-205 was highlighted in prostate cancer
using magnetic iron oxide core nanoparticles coated with PEG-PEI layers [112]. MiR-205
nanoplatforms were internalized into PC3 and C4-2 cells as measured by flow cytometry
analysis. Western blot analysis revealed an important induction of pro-apoptotic proteins
such as cleaved PARP and cleaved Caspase 3 after treatment with miR-205-nanoparticles
and Docetaxel. Globally, these formulations reversed cancer hallmarks with a marked
anti-migratory and anti-invasive effects as well as chemo-sensitization in vitro [112]. An
original approach based on the combination of chemically modified PEI (disulfide linkage
in the branched PEI or SSPEI) with the cell permeable peptide R11 (R11-SSPEI nanocarriers)
was set up by Zhang et al. [113]. Taking advantage of R11 specific uptake by prostate
cancer cells in vivo, they demonstrated that R11-SSPEI nanomaterials were able to deliver
miR-145 in intraperitoneal prostate cancer models [113]. Northern blotting of tumor tissue
after three weeks of treatment revealed a substantial increase of miR-145 levels in the
treated group, thus underscoring the excellent transfection efficiency of PEI formulations.
Importantly, MiR-145 overexpression significantly impaired tumor growth and prolonged
mice survival.

5. Challenges in the Clinical Translation of miRNA Therapeutics

More than fifty therapeutic siRNA programs have entered clinical trials in the past
decade (phase [, II, and III) [152]. Patisiran and givosiran (Alnylam Pharmaceuticals),
two siRNA-based drugs, were approved by the Food and Drug Administration in 2018
and 2019 for hereditary transthyretin-mediated amyloidosis and acute hepatic porphyria,
respectively [153,154]. About fifteen phase I-, II-, and IlI-programs based on siRNA drugs
are dedicated to the treatment of diverse cancer types [152]. Despite such successes in
clinical development, several clinical trials have been discontinued, indicating that there
are still several challenges to overcome before the clinical application of RNAi-based
therapies becomes widespread. These challenges are even more significant for miRNA-
based therapies.

So far, only 10 miRNA-based drugs have reached clinical trials with none of them
entering Phase Il and half of them were halted. MiRNA-based therapy programs for cancer
treatment are mainly driven by four biopharmaceutical companies, including miRagen
Therapeutics (Boulder, CO, USA), Regulus therapeutics (San Diego, CA, USA), Mirna
Therapeutics Inc. (Carlsbad, CA, USA) and EnGenelC (Sydney, Australia). MiRagen Thera-
peutics is performing clinical trials of MRG-106 (Cobomarsen, an inhibitor of miR-155) for
the treatment of cutaneous T-cell lymphoma, chronic lymphocytic leukemia, diffuse large
B-cell lymphoma, and adult T-cell leukemia/lymphoma (NCT02580552, NCT03713320).
EnGenelC is currently testing TargomiRs as 2nd or 3rd Line Treatment for patients with
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recurrent malignant pleural mesothelioma and non-small cell lung cancer (NCT02369198).
The first miRNA-based drug entering clinical trials was Miravirsen, an antagomiR target-
ing miR-122, as a therapy against Hepatitis C Virus (HCV) infections (Santaris Pharma,
Roche Pharmaceuticals). Miravirsen showed a strong efficacy by reducing viremia in
patients with HCV [155-157] and underwent multiple phase II clinical trials (NCT01200420,
NCT01872936, NCT02031133, NCT02508090). Regulus Therapeutics developed another
miR-122 inhibitor, RG-101, an N-acetyl-D-galactosamine-conjugated antagomiR which
showed considerable efficacy in patients with HCV. However, some serious adverse events
of severe hyperbilirubinemia led the FDA to suspend the trial. MRX34, a first-in-class cancer
therapy developed by miRNA Therapeutics was delivered as a mimic of miR-34 encapsu-
lated into a liposome-formulated nanoparticle (NOV40). MRX34 displayed a strong activity
in melanoma, hepatocellular carcinoma, NSCLC, and renal carcinoma (NCT01829971).
Unfortunately, miRNA Therapeutics halted the phase I due to multiple immune-related
severe adverse events. These successive failures indicate that miRNA-based therapies are
still awaiting their Eureka moment.

Delivery systems and administration routes, dosage concerns and off-target effects
remain major challenges to be overcome for the development of miRNA-based therapies for
cancer and other diseases. Despite a great number of preclinical studies in mouse models of
cancer, only a very small number of miRNA candidates have reached clinical development
so far. Performing rigorous pharmacokinetics (absorption, distribution, metabolism, and
excretion or ADME) studies in animals will provide a basis for anticipating how miRNA
mimics/antimiRs will behave in humans. As detailed earlier, nanotechnologies provided
versatile platforms for safe biomolecule delivery (polymers, lipid compounds, inorganic
nanomaterial). Nanoparticle-based delivery of miRNA aims to increase therapeutic effi-
cacy, decrease the effective dose, and/or reduce the risk of systemic side effects. However,
most of these systems have yet to reach their testing in humans. Hence, the challenge
is to establish functional, yet biocompatible carrier systems for miRNA therapy. Indeed,
nanoparticles are potent reservoirs in which molecular cargo can be particularly enriched.
Due to their synthetic malleability, polymeric biomaterials are tailored for specific applica-
tions with surface functionalization, high active payload, and minimized toxicity. MiRNA
mimics or inhibitors could be therefore shielded from the injection site to the targeted area.
This mechanism mirrors the natural shielding of endogenous miRNAs by extracellular
vesicles such as exosomes. However, the applicability of nanocarrier formulations for drug
administration depends on several parameters including their average diameter and their
polydispersity index. Controlling and validating these parameters are of major importance
for nanoparticle circulating time, biodistribution and cellular uptake with a view of their
effective clinical applications. Other parameters related to charge, shape, surface chemistry,
and clearance are also key determinants for nanoparticle fate. Integration of miRNAs,
coatings and targeting agents into a single nanocarrier requires multiple steps in the pro-
duction process. These structural and physicochemical complexities contribute certainly
to the slow rates in clinical translation since they hamper large-scale manufacturing by
the pharmaceutical industry. Simplification in the design of nanoparticles should allow
efficient and reproducible large-scale manufacturing. The EPR effect of nanoparticles in
tumors has long stood as an important driver of cancer nanomedicine. However, the
reliability of the EPR effect in human patients have been recently debated as the extent
of nanocarriers accumulation varies profoundly between patients and tumor types [158].
The mechanism by which nanoparticles enter solid tumors appears more complex than
previously thought and probably involves active trans-endothelial pathways [159]. The
EPR-dependent drug delivery is compromised by high tumor interstitial fluid pressure
and poor blood flow inside human tumors. Despite nanoparticle stabilization and surface
manipulations, perfect tumor targeting is not yet achieved [160] Liver and spleen remain
the first accumulation sites for nanoparticles due in part to their fenestrated endothelium.
Thus, these organs are major barriers to clinical translation of nanomaterials adminis-
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tered intravenously [161]. Understanding the mechanisms behind this accumulation more
extensively will help develop new strategies for tumor targeting and liver or spleen escape.

Dosage concerns must be addressed before introduction of miRNA therapeutics into
the clinic because an overdose of miRNA mimics/antimiRs may amplify off-target adverse
effects, non-specific immune responses, and toxicities. Dose finding in miRNA therapy
studies is complex because exposing patients to either a non-active dose or a potentially
toxic dose is not ethical. The initial dose for a phase I/1I trial is extrapolated from preclinical
animal and cell studies to humans. Several variables should be accounted for, including
the differences in size and volume between animal and human organs and the spread of
the volume delivered. This further underlines the importance of proper dose-range finding
studies in large animal models (such as non-human primates) to fill the gap between
preclinical research in mouse cancer models and clinical research in cancer patients. In
addition, administration routes of oligonucleotide drugs are still problematic since they are
prone to nuclease digestion with a bloodstream half-life of only a few minutes. Currently,
miRNA mimics/antimiRs can only be administrated through intravenous or subcutaneous
routes. The development for oral delivery vehicles will be a key step in advancing this
class of drugs to clinical use in patients. Most commercial miRNA mimics/antimiRs
undergo different chemical modifications or length changes to increase their stability,
which may introduce variations in their activity, pharmacokinetics, and biodistribution.
Thus, it is important to characterize each candidate miRNA drug and to evaluate the
impact of its specific modifications in early stage of preclinical evaluation. Information on
the half-life of the miRNA mimics/antimiRs and the turnover rate of the miRNA targets
is mandatory to determine dosing and dosing schedules. For example, measurement
of the rate of clearance of antimiRs would allow to replace only the miRNA molecules
that are cleared or those required to sequester newly synthesized miRNAs. Defining
the doses required to achieve total endogenous miRNA sequestration with antimiRs or
endogenous physiological miRNA concentration with miRNA mimics is a key stage of
nonclinical toxicity and pharmacokinetic studies. The selected concentration of miRNA
mimics/antimiRs should completely silence or upregulate a limited number of target
mRNAs in a cell. Any antimiR given in excess of the dose required to fully sequester
the available miRNA target will produce non-target-related effects. For example, earlier
work showed that LNA-modified anti-miR-122 oligonucleotides could upregulate miR-
122 target aldolase A in non-human primates at much lower dose of 1-25 mg/kg [162],
compared to the previously reported dose of 120-240 mg/kg of cholesterol-conjugated
oligonucleotides in mice [163]. It is reasonable to expect that solving miRNA-dosing issues
will be also facilitated by continuous improvement in miRNA target prediction tools and
validations of true miRNA targets. Interestingly, Zhang et al. [152] recently analyzed the
reasons for the delayed development of miRNA-based therapies compared to siRNA-
based therapies. Combining clinical trial information [164], Drugs@FDA database, target
prediction softwares and gene ontology enrichment tools allowed them to conclude that
the serious immune-related adverse events that led to the discontinuation of MRX34 were
due to a “too many targets for miRNA effect” (TMTME) on several genes involved in
cytokine and interleukin signaling in the immune system [152]. A combination of tissue
specific knockout mouse models and advanced molecular biology techniques will allow us
to determine miRNAs target-selectivity and will help us to define the specific contribution
of a single miRNA in controlling a biological pathway and gene network in different tissues.
This will have major implications for the design of dosage for clinical trials to minimize
ineffective and potentially toxic over exposures.

Another challenge is the current regulatory gap for both nanomedicines and RNAi-
driven therapies, including miRNA-based therapies [165]. The lack of clear regulatory
and safety guidelines for quality control and safety has delayed the development of these
products toward effective clinical translation. The increased number of novel polymeric
nanomaterials, complex polymeric-based nanoformulations and chemical modifications re-
quire appropriate regulatory rules to help in miRNA drug assessment (good manufacturing
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practices, production process, and quality controls). Simplification in formulation design
could be a key step in the evaluation by regulatory authorities. On the other hand, the
cost-benefit ratio is another limitation to the clinical translation of miRNA-based therapies
when compared to existing anti-cancer therapies, due to the high cost of both miRNA
biology products and emerging nanocarriers, which are more complex in structure and
more expensive than conventional drugs [166]. The fact that the healthcare system is
different in each country is a threat for pharmaceutical companies who want to invest at
the international level. The decrease of financial resources and the lack of socio-economic
validation studies may neutralize innovative advances. This means that only developed
countries will be able to advance miRNA-based therapy programs in the forthcoming years.
Among all the countries, North America is expected to remain at the forefront and hold
the highest position in the global miRNA market. In the USA, this is attributable to the
increasing miRNA clinical trials launched to develop advanced therapeutic solutions. In
Europe, growing government funding for the startups for R&D activities to develop novel
miRNA-based therapies might allow the region to hold the second position in the market.

6. Conclusions

The pleiotropic action of miRNAs suggests that targeting these molecules could
efficiently reverse phenotypes of multifactorial pathologies like cancer. As they are short-
sequence molecules naturally produced by the cell, miRNA inhibition or replacement
are relatively easy and hold great promises for clinical translation [156,167]. The power
of Systems biology will allow a better understanding of the high complexity of miRNA-
mediated gene regulatory networks and hence, a better evaluation of the therapeutic
value of miRNA drugs. The relevance of miRNAs as anti-cancer agents is supported by
11,439 studies referenced in Pubmed under the search terms “microRNA” AND “cancer
therapy”. The field of nanotechnology is now mature enough to envisage reproducible
scale-up for potential clinical studies in the next few years. Messenger RN A-based anti-
Covid-19 vaccines are a groundbreaking innovation in nanomedicine and a huge scientific
achievement in a very short period of time that could help some of the most promising
miRNA nanocarriers to reach the market [168]. Moreover, regulatory authorities gained
awareness of nanoparticle use for drug delivery given that several liposomal drugs are
now on the market, directly paving the way for miRNA therapeutics to the clinics.
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Abstract: We have previously identified serum miR-483-5p as a preoperative diagnosis and prognosis
biomarker for adrenocortical cancer (ACC). Here, we aimed to determine whether circulating
miR-483-5p levels measured 3 months post-operatively distinguished patients with good prognosis
(no recurrence for at least 3 years; NR3yrs) from patients with poor prognosis (recurrence or death
within 3 years after surgery; R < 3yrs). We conducted a single-center retrospective analysis using
sera from 48 patients with ACC that were initially non-metastatic and treated by surgery. Sera
sampled within 3 months after surgery were available in 26 patients. MiR-483-5p absolute circulating
levels were measured using quantitative PCR. Thirteen patients showed a recurrence before 3 years
(=R < 3yrs). Thirteen patients showed no recurrence within 3 years, including 11 patients with a
follow-up longer than 3 years (=NR3yrs). Serum miR-483-5p levels were higher in R < 3yrs than in
NR3yrs: 1,541,990 + 428,377 copies/mL vs. 388,457 + 62,169 copies/mL (p = 0.002). Receiver operating
characteristic analysis showed that a value of 752,898 copies/mL distinguished R < 3yrs from NR3yrs
with 61.5% sensitivity (CI 31.6-86.1) and 100% specificity (CI 71.5-100) with an area under the curve
of 0.853. Patients with a value below this threshold had a significantly longer recurrence-free and
overall survival. In multivariate analysis, miR-483-5p provided the single best prognostic value for
recurrence-free survival (RFS) (hazard ratio (HR) for recurrence 5.98, p < 0.011) but not for overall
survival. Our study suggests that serum miR-483-5p is a potent early post-operative biomarker for
ACC prognosis that might be a better predictor of RFS than currently used markers.

Keywords: adrenocortical carcinoma; biomarker; circulating microRNA; miR-483-5p; early
prognosis; recurrence

1. Introduction

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare tumor entity with an incidence of 0.7 to 2 per million per
year. The prognosis is generally poor with five-year survival not exceeding 40% in most series [1-3].
Within this overall estimate, the ENSAT (European Network for the Study of Adrenal Tumors)
recommends distribution of patients in four stages, with a 5-year survival rate of 73.9%, 63.8%,
44.1%, and 6.9% for stages I, II, IIl and 1V respectively [1,4]. However, except for patients with
distant metastasis at diagnosis, this staging system is not based on parameters directly linked to the
persistence of neoplastic cells after surgery, which is likely a major factor for recurrence and thus
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indirectly for the survival of the patients. In this study, we aimed to define whether circulating
microRNA hsa-miR-483-5p, which is likely of tumor origin [5], might provide a better prognosis
assessment. MicroRNAs (miRNA) are small 20-22 nucleotides of non-coding RNA which act as
post-transcriptional regulators of messenger RNA (mRNA) stability and/or translation [6]. Subsets
of miRNAs were shown to be differently expressed between adrenocortical adenomas (ACA) and
ACC [7]. MiR-483-5p levels were found to be higher in ACC tumor tissues [5,8-11] as well as in serum
or plasma of patients with ACC as compared to patients with ACA [5,12-14]. We first demonstrated
the diagnostic and prognostic values of circulating miR-483-5p by showing that serum miR-483-5p
measured pre-operatively was significantly higher in patients with aggressive ACC (relapse or death
in the first three years post-surgery) than in patients with non-aggressive ACC (at least three years
relapse-free survival) [5]. More recently, Salvianti et al. examined post-operative plasma levels of
miR-483-5p in a retrospective cohort of 27 ACC patients [14]. In this study, 44 available post-operative
samples of 27 patients were pooled together, regardless of the time after surgery. This indicates
that some patients were arbitrarily weighted more than others and that the timing of post-operative
measurements was not considered. In the present work, we aimed to define more accurately the
prognosis value of post-operative serum miR-483-5p in a new cohort of ACC patients by selecting for
analysis for each patient the first blood sample collected within three months post-operatively.

2. Results

2.1. Patients

Patient clinical characteristics are described in Table 1. Their distribution according to follow-up
and recurrence is shown in Figure 1. The 26 patients with blood sampled within 3 months
post-operatively included 13 patients who showed a recurrence within 3 years (group R < 3yrs)
and two patients who showed a late recurrence, which occurred at 4.75 and 4.2 years (57 and
50 months), respectively. By contrast, 13 patients showed no recurrence during the first 3 years of
follow-up, of which 11 patients were effectively followed for at least 3 years (group NR3yrs), while
two patients showed no recurrence but had a follow-up of less than 3 years. Two of the 11 patients
with no recurrence during the first three years of follow-up were the patients (#12 and #13) who
showed a recurrence at 4.75 and 4.2 years as already mentioned above. Eleven of the 15 patients with a
recurrence died of tumor-related causes during follow-up whereas none of the non-recurring patients
did. None of the patients were treated with radio- or chemo-therapy. Among the 26 patients, five
patients did not receive mitotane throughout their follow-up (including Patient 2 with a follow-up
of less than 3 years), 18 patients received mitotane as adjuvant therapy (including Patient 11 with
a follow-up of less than 3 years) and three patients received mitotane after recurrence as palliative
therapy (Table 1). All the treated patients received mitotane (adjuvant or palliative treatment) after
blood sampling except Patients 5 and 8 (group NR3yrs) who received mitotane 0.9 and 1.8 months
before blood sampling, respectively. Patient 5 reached mitotane therapeutic levels only 8 months later,
while in Patient 8, mitotane concentration was only 4.3 mg/L at the time of blood collection.
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Table 1. Clinical characteristics of the 26 patients with adrenocortical cancer (ACC) with serum sampled

within 3 months after surgery.

Mitotane T . Last Follow-up
Patient Ensat Post-op Recur- ime to Time to Without
Number Sex Stage Adjuvant rence R(levcll;:tel:‘s C)e Death (1\[/)1223;15) Recurrence or Group
Therapy Death (Months)

1 38 F I N N - N - 69 NR3yrs
2 30 F I N N - N - 5.3 -

3 60 M II N N - N - 58 NR3yrs
4 52 F I Y N - N - 72 NR3yrs
5 70 F I Y? N - N - 80 NR3yrs
6 46 F I Y N - N - 87 NR3yrs
7 21 M I Y N - N - 65.5 NR3yrs
8 48 F I Y? N - N - 57 NR3yrs
9 64 M 111 N N - N - 51 NR3yrs
10 70 F I Y N - N - 104 NR3yrs
11 53 M 111 Y N - N - 34 -

12 44 F I N Y 57 N - 142 NR3yrs
13 42 F I Y Y 50 N - 104 NR3yrs
14 59 F I Y Y 5.65 Y 12.7 - R < 3yrs
15 56 M I Y Y 2.6 Y 13.5 - R <3yrs
16 40 F I NP Y 9.1 Y 38.7 - R < 3yrs
17 66 F I NP Y 17.6 Y 41.6 - R < 3yrs
18 46 F I NP Y 13 Y 64 - R < 3yrs
19 42 M I Y Y 16 Y 65 - R < 3yrs
20 62 M I Y Y 9 Y 57 - R < 3yrs
21 51 F I Y Y 3 Y 6 - R < 3yrs
22 78 F I Y Y 2.7 Y 14.9 - R < 3yrs
23 37 M I Y Y 13 Y 30 - R < 3yrs
24 47 F I Y Y 2.6 Y 35.5 - R < 3yrs
25 47 M I Y Y 14 N - 119 R < 3yrs
26 43 F I Y Y 28.3 N - 116 R < 3yrs

NR3yrs: patient with no recurrence after 3 years of post-surgical follow-up. R < 3yrs: patient with a recurrence
before 3 years of follow-up. Time to recurrence and time to death were calculated from the date of surgery. F: female;
M: male; N: no; Y: yes. ?, Among the patients treated post-operatively with mitotane adjuvant therapy, Patients
5 and 8 received mitotane 0.9 and 1.8 months before serum sampling, respectively. All other patients received
mitotane after serum sampling including patients 16, 17 and 18 who received palliative mitotane treatment b,

Figure 1. Schematic diagram of the study population. Details are described in the text (“Patients

Non metastatic ACC patients with at least one serum sample after surgery
n=48

Patients with a sample within 3 months after surgery
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section). R < 3yrs: patients with recurrence occurring before 3 years post-surgery; NR3yrs: patients

with no recurrence within 3 years post-surgery.
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2.2. MiR-483-5p Levels and Recurrence-Risk Within 3 Years: Analysis of the Group R < 3yrs
vs. the Group NR3yrs

To analyze the link between serum miR-483-5p levels and recurrence within 3 years, we compared
serum miR-483-5p levels in the group R < 3yrs (n = 13) vs. the group NR3yrs (n = 11). Figure 2a
shows that the mean of miR-483-5p copy number was significantly higher in the group R < 3yrs
as compared to the group NR3yrs: 1,541,990 + 428,377 copies/mL vs. 388,457 + 62,169 copies/mL,
respectively (p = 0.0025). As described in detail in the “Patients” section, 16 patients received mitotane
as adjuvant therapy after serum sampling, so that for these 16 patients, we excluded any potential
pharmacological interaction between mitotane and miR-483 5p levels. Patients 5 and 8 in the NR3yrs
group received mitotane 0.9 and 1.8 months before serum sampling. Nevertheless, Patient 5 reached
mitotane therapeutic levels only 8 months later, while in Patient 8, mitotane concentration was only
4.3 mg/L, so that for these two patients as well, it seemed unlikely that mitotane could have been
involved in a pharmacological interaction with miR-483-5p. Moreover, exclusion of both Patients 5
and 8 from the NR3yrs group from the statistical analysis maintained a significant difference between
NR3yrs and R < 3yrs patients (p = 0.004. Comparison between ENSAT stage I (n = 2), stage II (n = 12)
and stage III (n = 10) ACC patients revealed no significant difference in their respective circulating
miR-483-5p levels within 3 months post-surgery (stage I: 395,942 + 50,997 copies/mL; stage II: 1,036,983
+ 448 289 copies/mL; stage III: 1,108,321 + 326,412 copies/mL; p = 0.474 Kruskal-Wallis multiple
comparisons test) (Figure 2b). Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed
to determine the diagnostic performance of miR-483-5p in discriminating between the R < 3yrs group
and the NR3yrs group (Figure 3). High diagnostic accuracy was observed for miR-483-5p with an area
under the curve (AUC) of 0.853 + 0.084 (95% confidence interval (CI): 0.69-1.00, p = 0.003). As detailed
in the “Statistical analyses” section, we chose a cut-off value for serum miR-483-5p level of 752,898
copies/mL, which predicted recurrence within 3 years with 100% specificity (95% CI: 71.5-100) and
61.5% sensitivity (95% CI: 31.6-86.1). Using this cut-off, no association was found between miR-483-5p
levels and ENSAT stage (Fisher’s exact test: p = 0.673; low miR-483-5p: <752,898 copies/mL and high
miR-483-5p: >752,898 copies/mL).
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Figure 2. Post-operative serum levels of miR-483-5p in ACC patients. (A) Comparison of miR-483-5p
levels in NR3yrs (1 = 11) and R < 3yrs groups (n = 13). Cycle threshold (Ct) values were converted to
absolute number of copies/mL using a dilution series of a known input quantity of synthetic target
miRNA run simultaneously with the experimental samples. Statistically significant difference was
assessed using Mann-Whitney test (p = 0.0025). Black circles and triangles: patients who received
mitotane adjuvant therapy after serum sampling. White circles in the NR3yrs group: Patients 5 and
8 received mitotane adjuvant therapy 0.9 and 1.8 months before serum sampling, respectively. Red
symbols: patients with no mitotane therapy throughout their follow-up. (B) Comparison of miR-483-5p
levels in NR3yrs and R < 3yrs patients in function of ENSAT stage (stage I: n = 2; stage II: n = 12; stage
III: n = 10); ns: non-significant. The lines within the scatter plot represent the mean + S.E.M of miRNA
copy number/mL.
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Figure 3. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis for miR-483-5p absolute copy number
in ACC patients. Three months-post-operative serum samples can discriminate between NR3yrs and R
< 3yrs patients with significant accuracy. The area under the curve (AUC), the 95% confidence interval
(CI) and the p value are indicated.

Remarkably, an inverse correlation between miR-483-5p copy numbers within the 3 months
post-surgery and time to recurrence or last follow-up with no recurrence was observed, with the
identification of two distinct groups of patients (Spearman r = —0.42, p = 0.03, Figure 4).
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Figure 4. Time to recurrence or follow-up with no recurrence in function of miR-483-5p copy number.
2.3. Survival Predictive Value of miR-483-5p Levels in 3 Months Post-Operative Serum Samples

We then used the ROC-derived miR-483-5p cut-off value to perform a Kaplan—-Meier analysis
of recurrence-free (RFS) and overall survival (OS) in the whole cohort of 26 patients, including not
only the 13-patient group R < 3yrs and the 11-patient group NR3yrs but also the two patients with no
recurrence but a follow-up < 3yrs. Figure 5 shows that patients with a serum miR-483-5p level higher
than 752,898 copies/mL had a significant shorter RFS (n = 9; median RFS 1.1 years) than the group with
miR-483-5p level lower than 752,898 copies/mL (n = 17; median RFS >8.5 years) (hazard ratio (HR) for
recurrence: 4.80; 95% CI: 1.46-15.78; log-rank test p = 0.0005). Likewise, patients with high levels of
miR-483-5p had also a poorer OS (n = 9; median OS 3.5 years) as compared to the low miR-483-5p
group (n =17, median OS >11.8 years) (HR for death: 5.23; 95% CI: 1.36-20; log-rank test p = 0.007)
(Figure 5). By contrast, ENSAT stage II or III patients showed no significant difference in RFS (Stage 1I:
n =13, median RFS 4.2 years. Stage III: n = 11, median RFS 1.2 years) (HR for recurrence: 1.34; 95% CI:
0.46-3.88, log-rank test p = 0.57) or OS (Stage II: median OS 5.4 years; Stage III: median OS 4.7 years)
(HR for death: 1.16; 95% CI: 0.35-3.86, log-rank test p = 0.79)] (Figure 6).
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Figure 5. Kaplan-Meier survival analysis of all 26 patients (NR3yrs n = 11, R < 3yrs n = 13 and
two patients with no recurrence and follow-up <3 years) according to miR-483-5p circulating levels.
(A) Recurrence-free survival (RFS). High levels of miR-483-5p (>752,898 copies/mL cut-off value) within
the 3-month post-surgery period predict a shorter RFS (Log-rank p = 0.0005). (B) Overall survival.
High levels of miR-483-5p (>752,898 copies/mL cut-off value) within the 3-month post-surgery period

predict a shorter OS (Log-rank p = 0.007).
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Figure 6. Kaplan—Meier survival analysis according to European Network for the Study of Adrenal
Tumors (ENSAT) stage II and stage III (24 patients). No significant differences were observed between
ENSAT stage II and stage III for Recurrence-free survival (A) or Overall survival (B) predictions in

this cohort.

2.4. The Prognostic Value of miR-483-5p is Independent from Ki67 Index and Tumor Stage

Univariate analyses for age, sex and clinical parameters (tumor size, Ki67, ENSAT stage) were
performed. None of the clinical parameters reached significance for RFS or OS predictions in this
cohort (Table 2). While the circulating miR-483-5p level (cut-off 752,898 copies/mL) did not reach
significance for OS (HR = 2.79, p = 0.09), it was found to be the single significant predictor of disease
recurrence with an HR of 2.79 (p = 0.007) (Table 2). Upon multivariate analyses involving tumor size,
Ki67, ENSAT stage and miR-483-5p level, miR-483-5p retained a strong prognostic power for RFS
with an HR = 5.9 (p = 0.011) (Table 3). Of note, Ki67 >10% was not significantly associated with OS
in univariate and multivariate analyses but a trend for shorter RFS was detectable in both analyses
(univariate analysis HR: 0.38, p = 0.083; multivariate analysis HR: 0.36; p = 0.092).
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Table 2. Univariate analysis (Cox regression) of circulating miR-483-5p and clinicopathological
parameters in relation to overall survival (OS) and recurrence-free survival (RFS).

Variable os RFS
HR 95% CI p Value HR 95% CI p Value
Age 1.02 0.97-1.07 0.373 1.01 0.97-1.05 0.601
Sex 0.90 0.26-3.08 0.862 0.87 0.28-2.68 0.817
Tumor size 1.02 0.92-1.13 0.684 1.05 0.96-1.15 0.274
Ki67 > 10% 0.45 0.12-1.69 0.239 0.38 0.11-1.26 0.083
ENSAT stage I-1I vs. III 0.70 0.21-2.33 0.566 0.54 0.18-1.61 0.269
miR-483-5p cut-off 2.79 0.85-9.19 0.090 4.84 1.53-15.3 0.007

Univariate analysis includes quantitative variables (age; tumor size), qualitative variables (sex; ENSAT stage
I, II vs. III), and dichotomized variables (Ki67 > 10% as the reference category; miR-483-5p < 752,898 copy
number/mL as the reference category). HR: hazard ratio; 95% CI: 95% confidence interval. Bold numbers indicate a
significant difference.

Table 3. Multivariate analysis (Cox regression) of circulating miR-483-5p and clinicopathological
parameters in relation to overall survival (OS) and recurrence-free survival (RFS).

Variable (01 RFS
HR 95% CI p Value HR 95% CI p Value
Tumor size 0.92 0.80-1.05 0.212 0.90 0.79-1.03 0.125
Ki67 > 10% 0.44 0.11-1.75 0.245 0.36 0.10-1.33 0.092
ENSAT stage I-1I vs. 111 0.41 0.09-1.92 0.260 0.28 0.06-1.32 0.109
miR-483-5p cut-off 3.11 0.66-14.6 0.150 5.98 1.30-27.6 0.011

Multivariate analysis includes tumor size (continuous variable), Ki67 (dichotomized variable with Ki67 > 10% as the
reference category), ENSAT stage (I, II vs. III) and miR-483-5p (dichotomized variable with miR-483-5p < 752,898
copy number/mL as the reference category). HR: hazard ratio; 95% CI: 95% confidence interval. Bold number
indicate a significant difference.

3. Discussion

Despite significant advances in the characterization of the ACC molecular landscape and the
identification of distinct molecular subtypes with different outcomes, major efforts are still needed to
improve diagnosis, surveillance and treatment of patients with ACC. In the last five years, circulating
miRNAs have emerged as promising non-invasive biomarkers for adrenocortical cancer. Among
candidate miRNAs, miR-483-5p was found to be increased in pre-operative serum or plasma samples
from ACC patients [5,12-14]. MiR-483 gene, which is located at 11p15.5 within the second intron of
IGF2 gene, is overexpressed in ACC in correlation with the well documented IGF2 overexpression in
this type of tumors [9], suggesting the tumor origin of circulating miR-483-5p. We have previously
shown that miR-483-5p levels in pre-operative serum are predictive of recurrence risk in ACC [5].
Interestingly, extracellular vesicle-associated miR-483-5p was reported to display a high accuracy in the
pre-operative diagnosis of ACC [15]. Significant differences in miR-483-5p levels were found between
ENSAT stage I/II and stage III/IV in pre- and post-surgery plasma samples [14]. However, in this work,
time interval between surgery and serum sampling was not clearly stated and the potential impact of
mitotane therapy on circulating miR-483-5p levels was not evaluated. Indeed, while 40 % of the samples
were collected in the 6 months after surgery, no information was given for the remaining [14]. Hence,
heterogeneous post-operative sampling may have introduced imprecisions in the analysis due to
complex dynamic changes of miRNA in the circulation in the long term. Furthermore, 44 samples were
analyzed in 27 patients indicating that some patients were arbitrarily weighted more than others. In the
present work, we measured circulating miR-483-5p absolute levels in ACC patients based on three
criteria: (1) tumors with or without recurrence within 3 years post-surgery, (2) serum sampling within
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3 months post-surgery and (3) one sample per patient (the first one). We show that high circulating
miR-483-5p within 3 months post-surgery was associated with more than a four-fold increased risk
of recurrence and was predictive of poor overall survival for ACC patients. In multivariate analysis,
miR-483-5p appeared as a significant prognostic factor, independent of the well-established prognostic
factors, including ENSAT stage and Ki67.

Methodologically, we used the sensitive and validated Tagman PCR assays and the exogenous
spiked-in cel-miR-39 with standard curves. We derived a cut-off value of miR-483-5p copy numbers
from ROC curve, which distinguishes between recurring and non-recurring ACC patients with a high
diagnostic accuracy (AUC of 0.853). These results suggest that miR-483-5p is a good candidate miRNA
to monitor disease evolution. In the same line, we have previously reported a correlation between
tumor size and circulating miR-483-5p levels, which were decreased after surgery [5]. Importantly, our
miR-483-5p measurements were performed in sera sampled before mitotane adjuvant or palliative
therapy, thus excluding a potential effect of mitotane on circulating miR-483-5p concentrations. For the
only two patients who received mitotane about 1-2 months before serum sampling, it seemed unlikely
that mitotane could have an impact on miR-483-5p levels for the reasons outlined previously (Results
section). Serum miR-483-5p-based prediction of responsiveness to mitotane in ACC deserves future
investigations in prospective longitudinal studies. We also addressed the potential confounding effect
of post-surgical mitotane treatment on the risk of recurrence. As this treatment was shown to have
a positive impact on recurrence risk, we determined whether the difference that we measured in
recurrence rate between patients with high vs. low levels of circulating miR-483-5p is free from any
bias linked to different exposure to post-surgical mitotane therapy between the NR3yrs and R < 3yrs
groups of patients. In the group of 17 patients who all had mitotane adjuvant therapy, a significant
difference in miR-483-5p levels was maintained between patients who recurred before 3 years (n = 10)
vs. patients who did not recur before 3 years (n = 7), (p = 0.0136). This indicates that miR-483-5p is still
a prognostic factor even in patients who received post-surgical mitotane therapy.

The main limitations of our study are the small size of the cohort and a single-center population.
While the prognostic values of the ENSAT stage and Ki67 index have been largely validated for ACC
management [16], we found here in this cohort that ENSAT stage II and III or Ki67 > 10% did not
predict recurrence risk or death. This is likely due to the limited number of patients analyzed in this
study. However, with the same number of patients, the concentration of circulating miR-483-5p is
able to distinguish between patients with different prognoses of recurrence and death. We found that
miR-483-5p detection in post-operative samples 3 months post-surgery was not significantly different
between tumor ENSAT stage II (n = 13) and stage III (n = 11) patients. This is in contrast to the results
reported by Salvianti et al. [14] showing that post-operative miR-483-5p levels were significantly
different between stage I/II (n = 14) and III/IV (n = 9) groups. However, our study design is different as
we excluded metastatic patients at diagnosis (stage IV ACC) and narrowed sampling time to 3 months
post-surgery. Accordingly, we demonstrate the strong prognostic power of circulating post-operative
miR-483-5p for recurrence in univariate and multivariate analyses.

At the cellular level, we have recently shown that miR-483-5p promotes ACC aggressiveness by
targeting the N-myc-Downstream Regulated Gene member 2 (NDRG2) in NCI H295R cell line [17].
In another work, inhibition of miR-483-5p in NCI-H295R cells was reported to also reduce their
proliferation [8]. Recent studies have shown that tumors can actively release microvesicle-containing
miRNAs into the peripheral circulation to exchange information with distant cells and promote
metastatic spread [18]. Whether extra-cellular circulating miR-483-5p is involved in ACC progression
and dissemination deserves future investigations.
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4. Materials and Methods

4.1. Patients and Clinical Samples

We conducted a retrospective, single-center study, based on a collection of post-operative sera
sampled in patients followed for ACC at the Endocrinology and Diabetes Unit of the University
Hospital of Wiirzburg, and who were not metastatic at diagnosis (ENSAT stages 1, II, and III) and
operated between the years 2002 and 2013. All patients were registered in the ENSAT database.
The study was approved by the ethics committee of the University of Wiirzburg (Germany) (#88/11),
and written informed consent was obtained from all subjects. Two hundred and four post-operative
sera from 48 patients were available. However, sample collection time points after surgery were
highly heterogeneous. To evaluate the prognostic value of miR-483-5p more accurately, we selected 26
patients with at least one serum sampled within 3 months post-operatively. For each patient, a single
serum sample was analyzed for the presence of miR-483-5p, which was the first serum sampled within
3 months after surgery (sampling interval ranging from 13 to 90 days).

4.2. RNA Extraction

Serum samples were thawed on ice and centrifuged at 3 000 g for 5 min. Total RNA was extracted
from 450 pL of supernatant using the miRVana PARIS kit (ThermoFisher Scientific, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer’s instructions. Synthetic non-human miRNA (C. elegans
cel-miR-39, 25 fmol) was added to each denatured sample prior to extraction to adjust for differences
in RNA recovery.

4.3. Quantification of Serum miRNA by Reverse Transcription-Quantitative PCR (RT-gPCR)

MicroRNAs were quantified by RT-qPCR as described previously in details [5]. Following RNA
extraction, reverse transcription was performed using Tagman miRNA Reverse Transcription Kit
and miRNA-specific stem-loop primers (ThermoFisher Scientific). Briefly, a fixed volume of 2.5 uLL
from the 45 pL. RNA eluate was used as input into the RT reaction. In parallel, a 7-point standard
curve ranging from 3 x 108 to 3 x 10? copies was reverse-transcribed for each miRNA using synthetic
miRNA mimics (ThermoFisher Scientific). Real-time PCR was performed in duplicate using 4.5 uL of
the 5-fold diluted RT product combined with 5.5 pL. of PCR assay reagents (Tagman miRNA assays,
ThermoFisher Scientific) to generate a final PCR volume of 10 puL (Assay ID: hsa-miR-483-5p: 002338;
Cel-miR-39: 000200). Assays were run on C1000 Thermal cycler (CFX96 Real Time system, Bio-Rad,
Marnes-La-Coquette, France) at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C
for 1 min. Data were analyzed with CFX Manager Software version 3.1 (Bio-Rad). Copy number of
miR-483-5p in each sample was normalized to C. elegans exogenous spike-in control (Cel-miR-39)
using a previously published median normalization procedure, and expressed as normalized copy
number per mL of serum [5].

4.4. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software version 7.04 (San Diego,
CA, USA). Mann-Whitney test was performed to compare miRNA expression levels, based on the
results of D’Agostino and Pearson normality test. Results are expressed as means + standard error
of the mean (S.E.M). Receiver operating characteristic (ROC) curve was generated to determine
miR-483-5p diagnostic value. Calculation of the Youden index yielded an optimal cut-off of miR-483-5p
> 603,601 copies/mL (sensitivity 76.9 % and specificity 90.9 %). However, we chose to raise the cut-off
to 752,898 copies/mL to obtain a maximal specificity (100% specificity and 61.5% sensitivity). High
expression corresponds to miR-483-5p levels > 752,898 copies/mL while low expression corresponds
to miR-483-5p levels < 752,898 copies/mL. Univariable and multivariable Cox regression models
were used to determine the significance of the clinical characteristics for prognosis of RFS and OS.
Univariate analyses were performed for quantitative variables (age, tumor size), qualitative variables
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(sex, ENSAT stage) and according to cut-off values (Ki67 > 10% and miR-483-5p >752,898 copies/mL).
Multivariate hazard ratios (HRs) were determined for tumor size, Ki67, ENSAT stage and miR-483-5p.
Survival analyses were performed using the Kaplan-Meier method and curves were compared using
the log-rank test. For all the analyses, a p < 0.05 value was considered as statistically significant.

5. Conclusions

The role of miRNA in the physiopathology of ACC remains poorly understood. Nonetheless,
miR-483-5p was consistently found to be upregulated in the tumor as well as in the serum/plasma of
ACC patients, thus positioning this miRNA among the hallmarks of adrenocortical cancer. Our study
goes further to demonstrate that early detection of miR-483-5p post-operatively has a powerful
prognostic value. Indeed, high miR-483-5p levels in sera sampled within 3 months post-surgery
were significantly associated with reduced overall survival and recurrence-free survival. Circulating
miR-483-5p thus appears as a potent non-invasive biomarker for therapeutic decision-making during
ACC patient surveillance and deserves further validation in prospective clinical studies.
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Résumé

Le carcinome corticosurrénalien (CCS) est un cancer rare, agressif et de mauvais pronostic. Les
options thérapeutiques sont limitées et les chimiothérapies, thérapies ciblées et
immunothérapies n’améliorent pas la survie globale des patients. Une meilleure compréhension
des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la physiopathologie du CCS est donc
indispensable, afin de développer de nouvelles thérapies plus efficaces. Deux grandes études
de génomique intégrées des CCS ont montré qu’il existait une activation aberrant de la voie
Wnt/B-Caténine dans environ 40% des CCS, en lien avec des mutations somatiques et des
délétions homozygotes de deux génes clés : CTNNB1 (B-Cateénine) et ZNRF3. Par ailleurs,
elles ont permis I’identification de signature de microARN spécifiques aux CCS de bon et de
mauvais pronostics. Les microARN (miRs) sont de petits ARN non codants, d’environ 20
nucléotides, dont le role majeur est la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression
génique. Notre équipe a identifié deux miRs surexprimés dans les CCS agressifs et associés au
mauvais pronostic : miR-139-5p et miR-483-5p.

L’objectif de ma thése était de déterminer I’impact de ’activation aberrante de la voie de
signalisation Wnt/B3-Caténine sur I’expression des miRs dans le CCS, en particulier sur miR-
139-5p et miR-483-5p.

La lignée cellulaire de CCS H295R présente une activation constitutive de la voie Wnt/f-
Caténine en lien avec une mutation activatrice de la B-Caténine. Nous avons montré que
I’extinction de ’expression de la B-Caténine dans cette lignée modulait ’expression de 54
miRs, en diminuant I’expression de 42 d’entre eux (77.8%). Parmi les miRs dont I’expression
était impactée par la diminution de la B-Caténine, on retrouvait notamment miR-139-5p mais
pas miR-483-5p, ainsi que plusieurs miRs du locus chromosomique 14932, locus connu pour
étre impliqué dans la carcinogenése dans d’autres cancers. Nous avons ensuite montré que la
diminution de miR-139-5p était corrélée a celle de son géne hote, PDE2A, récemment identifié
comme une cible de la B-Caténine. Par ailleurs, la diminution de miR-139-5p induit
I’augmentation de la protéine NDRG4, un des génes cibles de miR-139-5p identifié par notre
équipe.

Nous avons ensuite analysé les données publigques de transcriptome et de miRnome des cohortes
de patients COMETE-ENSAT et TCGA. Nous avons montré que les patients présentant une
mutation somatique ou une altération moléculaire de CTNNB1 ou ZNRF3 avaient un niveau
de miR-139-5p et de PDE2A significativement plus élevé et un niveau d’expression de NDRG4
significativement plus bas que les autres patients. Nous avons également montré que le niveau
d’expression de miR-139-5p est parfaitement corrélé a celui de son gene héte PDE2A chez les
patients. Toutefois, I’analyse d’un sous-groupe de patients présentant un haut niveau de miR-
139-5p sans altération génomique identifiée de CTNNB1 ou ZNRF3 nous a permis de découvrir
que le niveau d’expression du facteur de transcription LEF1, un partenaire de la p-Caténine,
était associé a I’expression de miR-139-5p, indépendamment du statut mutationnel de la voie
Whnt/B-Caténine. Par ailleurs, les patients présentant un haut niveau d’expression de LEF1
présentaient une moins bonne survie globale que ceux avec un bas niveau de LEF1. De maniere
intéressante, le niveau d’expression de LEF1 était un meilleur prédicteur de survie globale que
la présence d’altérations moléculaires de CTNNB1 ou ZNRF3.

Ainsi, mon travail de thése constitue la premiere analyse globale de la modulation du miRnome
par la voie de signalisation Wnt/B-Caténine dans le CCS et d’une maniére générale dans le
cancer. L’expression de miR-139-5p, un miR associé au mauvais pronostic, est contr6lée par le
niveau d’activation de la voie Wnt/B-Caténine, en corrélation avec son gene héte PDE2A. Par
ailleurs, nous avons identifié LEF1 comme un nouveau marqueur pronostic de survie dans le
CCs.

Mots clés : carcinome corticosurrénalien, voie de signalisation Wnt/p-Cat, microARN,
pronostic, miR-139-5p
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