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Liste des abréviations

Mg : Microgramme

ul : Microlitre

KM : Micromolaire

3'UTR : 3' Non-traduite

5'UTR : 5" Non-traduite

5AZC : 5-Azacytidine

5AZdC : 5-Azadeoxycytidine

A : Adénine

Ac ou « Ab » : Anticorps ou « Antibody »
ADN : acide désoxyribonucléique
ADNCc
complémentaire
AGO : Argonaute

ARN : acide ribonucléique

acide désoxyribonucléique

ARNmM : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomal

ARNSsn : petits ARN nucléaires
ARNt : ARN de transfert

ATP : Adenosine triphosphate
BCL-2 : B-cell CLL/lymphoma 2
BET : bromure d'éthidium

C : Cytosine

CpG : CytosinephosphateGuanosine

Ct : threshold cycle

D.O : Densité optique

DAB : diamino-3,3'benzidine
Décitabine : 2’-Déoxy-5-azacytidine
DMR : differentially methylated region ou
région differenciellement méthylée
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DNMT : Méthyltransférase

dNTP : désoxynucléotide tri phosphate
EDTA

éthylénediaminotétraacétique

acide

EGF : epidermal growth factor
EGFP

protein » ou protéine fluorescente verte

« Enhanced green fluorescent

plus
EORTC

research and treatment of cancer

European organisation for

FDR : False discovery rate ou taux de faux
positif
FSC : Forward SCatter

Fw : Forward

G : Guanine
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GFP : « Green fluorescent protein » ou
protéine fluorescente verte

GIST : Gastro Intestinal Stromal Tumor
HAT : Histone acétyltransférase
HDAC : Histone déacétylase
HDM : histone déméthylase
HMT : Histone Methyltransferase
IP : iodure de propidium

IPTG : isopropyl
thiogalactopyranoside

KDa : kilo dalton

LB : milieu Luria-Bertani

B-d-1-

LMS : Iéiomyosarcome
LOI : loss of imprinting ou perte de
'empreinte
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LOT1 : Lost on transformation 1

LPS : liposarcome

MBD : Methyl Binding Domain (domaine de
liaison Methyl-CpG)

MBP : Methyl Binding Protein Frotéine
liant les groupements méthyles)

MDR : multidrugs resistante protein
MeCP2 : Protéine liant les CpG méthylés
MGMT : 06-méthylguanine-DNA
meéthyltransférase
min : minute
MIRNA : microRNA
mMiRNP

ribonucleoprotein (ou ribonucléoprotéine

miRNA-containing

contenant des microRNA)

ml : millilitre

mM : millimolaire

nt : nucleotide

pb ou : Paire de Base

PBS : Phosphate Buffered Saline
PBS-T
Tween 20
PCR

(réaction en chaine de polymerase)

Phosphate Buffered Saline —

Polymerase Chain Reaction
PEG : polyethylene glycol

PFA : paraformaldéhyde

PLAGL1 : PLeiomorphic Adenoma Gene
Like 1

pré-miARN : microARN précurseur
pri-microRNA : microARN primaire

PVDF : difluorure de polyvinylidene

gPCR : PCR quantitative

gRT-PCR :RT-PCR quantitative

RISC : RNA-induced silencing complex

RNAI : RNA interference

RNase : Ribonucléase

RNP : Ribonucléoproteine

rpm : rotation par minute

RPMI : Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR : reverse transcriptase-polymerase
chain reaction

Rv : Reverse

SAM : S-adénosylméthionine

SDS : sodium dodécyl sulfate

Sec : seconde

siRNA : Small interfering RNA

SSC : Side SCatter

STS : sarcomes des tissus mous

T : Thymidine

TAE : Tris-acide acétique-EDTA

TBS : Tris buffered saline

TBST : TBS + Tween-20 0.1%

TMRM : tetramethylrhodamine methyl
ester
TNDM Transient neonatal diabetes

mellitus ou diabetes néonatal transitoire
TP53 : tumor protein p53
TSA : Trichostatin A

US : undifferentiated sarcoma ou sarcoma

indifférencié

UTR: untranslated region, Région non
traduite

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranosidc

ZAC1 Zinc-finger gene involved in

Apoptosis and Cell-cycle control 1 gene
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Etude de la régulation de I'expression de PLAGLAd®Es mécanismes

épigénétiques dans les sarcomes

PLAGL1 est un géne soumis a 'empreinte parentale qué qgulir une protéine impliquée
dans l'arrét du cycle cellulaire et I'apopto$8.AGL1 et donc soupconné d’étre un géne
suppresseur de tumeur localisé en 6q24-25, unerrégiqguemment délétée dans les cancers.
De précédentes études menées sur des cancerdan#aggthéliale ont mis en évidence la
perte d’expression du gemtAGLY, soit par perte d’hétérozygotie, soit par méthgtatdes
deux alleles du gene. Néanmoins, les mécanismesgdéation de I'expression deLAGL1
restent encore mal connus.

Peu de choses sont connues sur I'étiologie desrsas; sauf qu'ils présentent de nombreux
remaniements chromosomiques, y compris dans laomégontenant le gen®LAGLL
Compte-tenu du réle connu 8AGLJ, notre objectif a été d’étudier dans les sarconigs
son profil d’expression et son impact dans la physithologie de ces cancers et 2) de
caractériser ses mécanismes de régulation épigérétcomme la méthylation de son
promoteur et son éventuelle régulation par desaRilNA.

Ainsi nous montrons que PLAGL1est différentiellement exprimé selon le type decae
considére, 2) le niveau d’expression de TARNmMRIAGL1 peut étre un outil diagnostique
et/ou pronostique dans ce type de cancer. Noussaggalement mis en évidence pour la
premiere fois, 3) que seuls certains CpG du proamote PLAGL1 conditionnaient sa
transcription et 4) que le niveau de méthylationcdgains CpG du promoteur &AGL1
pouvait étre utilisé comme outil diagnostique oanastique. Pour finir, nous avons montré
I'existence d’une régulation épigénétiqueRIEAGLL par certains microRNA (15a, 15b, 16 et
424) dans les sarcomes.

Mots clés: PLAGL1, épigénétique, méthylation de I'ADN, no&NA, sarcomes

Requlation of PLAGL1 expression by epigenetic macdas in sarcomas

PLAGL1gene is an imprinting gene, expressed only fraenpditernal allele in normal tissues,
which codes for a protein inducing G1 cell cycleeat and apoptosis suggesting that it could
be the tumor suppressor gene of the 6g24-25 chmmmosregion. Several studies have
shown its loss of expression in some epithelialceasy which was due to epigenetic
alterations like: lost of heterozygosity or pronmrdtgpermethylation. Nevertheless, regulation
mechanisms of PLAGL1 expression are still elusive.

The etiology of sarcomas is still poorly understoddwever, they are characterized by lot of
chromosomic alterations including the chromosoreigion of PLAGL1. Given the role of
PLAGL1, our aims were to study in sarcomas 1) th&®L1 expression profile and its
clinico-pathological impact in these cancers, ahdh2 epigenetic regulations of PLAGL1
such as, its promoter methylation and its poss#égelation by microRNA.

Our results show that: 1) PLAGLL1 is differentiallypressed according to sarcoma sub-type;
2) PLAGL1 mRNA expression could be a good diagnasiprognosis tool in sarcoma. In
addition, we demonstrate for the first time that@)ly few CpG sites are relevant for
PLAGL1 mRNA expression and 4) methylation levelsasime CpG could be use as new
diagnosis or prognosis factor. Moreover, we hiditlig¢ new epigenetic mechanism of
PLAGL1 regulation by microRNA (15a, 15b, 16 and ¥@visarcomas.

Keywords PLAGL1, epigenetic, DNA methylation, microRNA rsamas
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.1 Régulation de l'expression génique par un mécanisme
épigénétique : Modification de I'ADN et de ses protéines

associéees

.1.1 Méthylation de 'ADN

.1.1.1 Principe

La méthylation de I’ADN est une modification épigénétique qui consiste en I'ajout d'un
groupement méthyle sur une ou plusieurs bases de I’ADN.

Chez les procaryotes, plusieurs bases différentes peuvent étre méthylées. L’adénine et la
cytosine sont les deux bases les plus fréquemment méthylées. Chez les procaryotes,
I'effet de la méthylation differe en fonction de la base considérée. En effet, I'adénine
méthylée joue un réle dans les mécanismes de réparation comme lors de
mésappariements, et sert également dans l'initiation de la réplication de ’ADN. La
présence du groupement méthyle sur l'adénine permet aussi l'activation de la
transcription (Falnes and Rognes, 2003). Une adénine peut étre méthylée lorsqu’elle
appartient a un motif de type: 5’GATC 3’. La méthylation de la cytosine dans les
bactéries sert a protéger I'’ADN bactérien des clivages par ses propres enzymes de

restriction.

Chez les eucaryotes supérieurs, les sites méthylés ainsi que leurs fonctions sont
différents de ceux des procaryotes. Concernant les plantes, seule la cytosine peut étre
méthylée mais les ADN méthylases reconnaissent deux sites particuliers : CpG et CpNpG.
La méthylation de ces sites joue un role dans l'inactivation des éléments transposables,
des alleles parentaux et des transgenes.

Chez les mammiferes, la méthylation se fait exclusivement sur une cytosine lorsqu’elle
est placée en amont d'une guanine. Toutes les cytosines de I’ADN ne sont pas
susceptibles d’étre méthylées. En effet, chez 'adulte cette modification de bases ne se

produit que sur les
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dinucléotides CpG contenus dans les ilots CpG, sauf dans les cellules embryonnaires ou
une méthylation des cytosines n’appartenant pas aux dinucléotides CpG est possible
(Dodge et al., 2002). Dans les cellules somatiques normales de mammiféere, le contenu en
CG est de 40-45 % mais les dinucléotides CpG représentent seulement 1 a 4% du
génome entier.

Entre 60 a 90 % des CpG de 'ADN sont méthylés (Espada and Esteller, 2009), les
cytosines méthylées représentent donc 0,75 a 1 % des nucléotides totaux et 4 a 6% des

cytosines sont méthylées.

.1.1.2 Les ilots CpG : définition et localisation

Les ilots CpG sont des régions contenant une grande densité de dinucléotides CpG
souvent retrouvés au niveau des régions promotrices des génes. De 40 a 50 % des genes
possédent un ou plusieurs ilots CpG (Costello and Plass, 2001) ; (Espada and Esteller,
2009). Ces ilots sont concentrés dans les régions promotrices ou dans le premier exon
des genes, les autres régions comme les introns et les autres exons sont généralement
pauvres en CpG (Robertson KD, 2000).

Pour étre défini comme un flot CpG, une séquence doit faire au moins 500 pb et avoir un
contenu en CG supérieur a 55 % et un ratio CpG observé sur CpG aléatoire au moins égal

a0,62.

Les CpG méthylés sont principalement retrouvésiaean de séquences répétées comme les
séquences satellites : alphoid DNA et la famille3aet les séquences des familles LINES
(LINE-1 et LINE-2) et SINES (Alu et Mir) ainsi qudes éléments parasites (rétrovirus,
transposons)Yoder et al., 1997). Mais également dans les promoteurs de certaimssgge
suppresseurs de tumeur ou d’'oncogenes. La méthylale leurs ilots va engendrer une
répression de la transcriptionde ces genes, ce qui a des conséguences impsritane les
phénoménes de cancérisatiakao, 2001) mais également dans certaines pathologies

psychiatriqgues comme la schizophrénie ou le syndrdenRet{Feng and Fan, 2009).

53



0 DNMTs 0] N

H Hw

Hon w'" How m'
SAMe SAH

Figure 1 : methylation de la position 5 d'une cytase par DNMT (d'aprés Espada and Esteller, 2008ui
utilise la S-adenosyl-L- méthionine (SAMe) comme dmeur de méthyle, ce qui provoque la libération de

S-adenosyl homocysteine (SAH).
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Figure 2 : séquence peptidique des enzymes de lanile des DNMT (d’aprésBourc'his et al., 2001
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Figure 3 : maintien de la méthylation de 'ADN parDNMT1 (d'aprés Espada and Esteller, 2009)
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.1.1.3 Méthyltransferases

La méthylation des CpG est un processus importams ¢ maintien de 'intégrité cellulaire.
Ce mécanisme est catalysé par une famille d’enzytesanéthyltransferases, regroupant 5
membres (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b et DNMT3L) idure 2). Ces enzymes
transferent un groupement méthyle provenant deddémosylméthionine sur une cytosine de
ADN qui est suivie d'une guanine (Figure 1). @ethouvelle base s’appelle 5-
meéthylcytosine (Bestor, 2000). La S-adénosylméihmrest une coenzyme nécessaire a la
croissance cellulaire et impliquée dans la biogends métabolites essentiels comme les

polyamines, certaines hormones et des neurotrateame{Figure 1).

En 1992 et 1999, Li E et Okano M. ont muté les gammelant pour certain€nmt (1 ou 3a et
3b) dans des cellules embryonnaires de souris.cegles homozygotes pour la mutation
inactivatrice d’'une méthyltransferase ont ensuiteigplantées chez des souris et I'effet de
cette perte d’expression a été observé sur le adgweiment embryonnaire. Ces souris avaient
un développement anormial utero aboutissant a une létalité de I'embryon (FigureCBs
travaux ont permis de montrer que la méthylatiohAI2N est un processus indispensable au
développement embryonnaire (Bestor, 2000), (Li &.et1992) .

Des étudesn vitro ont démontré que, dans les cellules saines etéoauses humaines,
'absence du gen®NMTL1 provoque une hypométhylation globale et la mottulzgre,
confirmant donc le réle primordial de la méthylatide 'ADN dans 'homéostasie cellulaire
(Brown and Robertson, 2007), (Chen et al., 2007).

La premiere méthyltransferase découverte a ététayitransferase 1 (DNMT1). La DNMT1
est la plus abondante des DNMT dans les cellulesagques. C’est une protéine d’environ
180KDa dont la principale fonction est le maintam la méthylation au cours des divisions
cellulaires (Figure 3). Cette protéine est congétde deux domaines, un domaine régulateur
de 120KDa contenant un sous-domaine riche en ogstétlié a un domaine catalytique par
une répétition de glycine et de lysine.
Lors d’une division cellulaire, les sites CpG méfisydeviennent hémiméthylés puisque le
site CpG sur le brin néosynthétisé n’est pas méthgmparativement au brin parental. Cette
région palindromique du CpG hémiméthylé est recenpar DNMT1 qui méthyle le brin
nouvellement formé. Cela permet de conserver lahytetton au cours des divisions
55



Figure 4 : anomalies de développement chez des souris sage (gauche) et mutées pour DNMT1 (droite
A : anomalie de I'embryon, E : anomalie du sac vitellin(Li E et al., 1992
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cellulaires (Robertson et al., 1999), (Pradhan Bsiegve, 2003). DNMT1 a 5 a 30 fois plus
d’affinité pour les sites hémiméthylés que pour dées non méthylés (Costello and Plass,
2001), (Bestor, 2000).

La deuxieme méthyltransferase est DNMT2. Elle adé@buverte par homologie de séquence
avec DNMT1, c’est la moins connue de toutes les ADRthyltransferases, mais c'est
pourtant la plus conservée au cours de I'évolupisque on la retrouve chez les protistes, les
végetaux, les champignons et les animaux ce q@ésagun réle important de cette protéine
dans tous ces organismes. Pourtant, I'absence déTRNlans les souris knock-out pour ce
géene a trés peu d'effet sur le profil de méthylatae I'’ADN et il ne semble pas que cette
enzyme participe a la méthylatide novatelle qu’'observée dans les cancers (Saito and, Berk
2001). Cependant, on note une différence dansuatste des centromeres pour les souris
KO pour ce gene (Bestor, 2000). En 2001, une ecuigécouvert que '’ARNmM dégnmt2est
fortement diminué dans les cancers colorectawastrigues mais les conséquences de cette

diminution d’expression reste encore méconnuesdketral., 2001), (Hermann et al., 2004).

La derniere classe de méthyltransferases regrowie énzymes (DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3L) tres homologues. Les DNMT3A et DNMT3B safdux enzymes structuralement
et fonctionnellement trés semblables. Ces deuxmeagy contrairement a la DNMT1, n’ont
pas de spécificité pour les sites hémiméthylés midés ont une Iégére préférence pour les
sites non-méthylés (Yokochi and Robertson, 20025 @eux enzymes sont tres exprimées
dans les cellules embryonnaires, les cellules fiaidifciées et au moment de I'implantation
embryonnaire. Elles jouent un réle important damsdéveloppement embryonnaire et le
contrble de la méthylatiode novo(Robertson et al., 1999). Pourtant, il est impdrtie noter
gue plusieurs études mettent en évidence la fanckiométhylasele novode DNMT1 tout
comme DNMT3A et DNMT3B (Rhee et al., 2002). Cesstrenzymes DNMT3 sont des
inhibiteurs de la transcription puisque qu’il a é®ntré qu’elles pouvaient lier I'histone
déacétylase 1 (HDAC1) et participer a la déacépiales queues d’histones impliquée dans
I'inhibition de la transcription (Deplus et al.,@2).

La DNMT3B est impliquée en pathologie, la perte xpiession de DNMT3B serait
responsable du syndrome ICF (immunodéficience alniie des centromeres, anomalies
faciales) caractérisé, entre autres, par une hypotaéion des séquences satellites

péricentromériques (Maraschio et al., 1988).
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De récentes études ont déemontré que DNMT3L intssagdi avec les deux autres isoformes
DNMT3, plus particulierement DNMT3A, pour la régtiten de la méthylationle novodans

la phase embryonnaire (Chedin et al., 2002), (l¢atal., 2002), (Suetake et al., 2004). De
plus chez les souris, il a été montré que la pEerpression de DNMT3L causait un défaut
d’empreinte maternelle et une stérilité chez leemfHata et al., 2006), confirmant son role
dans les mécanismes d’empreinte maternelle duembtyogenese, role gu’elle exerce de
facon indépendante de son activité méthyltranséef@surc'his et al., 2001).

.1.1.4 Fonctions de la méthylation

La méthylation de I'ADN est impliguée dans plusgedonctions essentielles a lintégrité
d’une cellule eucaryote et dans sa physiologie atentlle joue un réle important dans :

la stabilité chromosomique et dans la structurdadehromatine (Robertson, 2002), dans
linactivation des génes soumis a I'empreinte pelen dans l'inactivation des éléments
transposables (Herman and Baylin, 2003) et danadtivation du chromosome X chez la
femme (Jaenisch and Bird, 2003).

En effet, 'hyperméthylation de certains promoteardieu de facon physiologique dans
certaines cellules pour inactiver des genes tispasifiques ou des génes du développement.
Mais elle peut aussi avoir lieu dans toutes lesulesl d’'un organisme, comme lors de
l'inactivation du chromosome X chez la femme (Grantd Chapman, 1988), (Gartler and
Riggs, 1983), (Riggs, 2002).

Dans des conditions physiologiquésméthylation de 'ADN joue un rdle important dans
la répression de la transcription en compactant '®N (Figure 5 (Attwood et al., 2002).
En effet, la méthylation de 'ADN permet le recnument de protéines particuliéres, liant
spécifiguement 'ADN méthylé. Ces protéines reantt@ leur tour des protéines de
modification des histones permettantdampaction de I’ADN. Ainsi, la méthylation de
’ADN est étroitement liée a la transition de lausture en collier de perle de la chromatine
(10 nm de diamétre, fruit de multiples modificaBotes histones, qui seront discutées plus
tard) au niveau supérieur de compaction (30 nmialmé&tre encore appelé forme solénoide).
Ce changement conformationnel de la chromating@séralement associé a une inhibition
de I'expression des genes (Klose and Bird, 20@B)rd and Wolffe, 1999) ; (Jaenisch and
Bird, 2003).
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Il existe trois familles de protéines liant lesagihes méthylées et faisant l'interphase entre
’ADN méthylé et la chromatinéNan and Bird, 2001) : les protéines a domaine MBD pour
Methyl CpG Binding Domain (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD& MBD4), les protéines a
doigts de zinc de la famille Kaiso (ZBTB4 et ZBTB3& deux protéines a domaine SRA
pour SET and RING-finger associated (UHRF1 et UHRE2s différentes protéines se lient
a ’ADN meéthylé et induisent une répression derénscription par recrutement d’histones
déacétylases et méthylases qui condensent la ctinemet la rendent inaccessible aux
facteurs de transcriptiofKass et al., 1997). Ainsi, MeCP2 interagit avec worépresseur
Sin3 homologue A (Sin3A) et recrute le complexe HDAGNan et al., 1998), (Jones et al,,
1998). MeCP2 peut également interagir directement aaeudchinerie de transcription pour
réprimer I'expression des genes hyperméthyi&dudov and Wolffe, 2000). Les protéines
de liaison a 'ADN répriment également la transtop enmasquant les sites de liaison a
des facteurs de transcription dont la séquence de liaison a I’ADN contient un ou
plusieurs motifs CpG (Yu et al., 2000) (Klose and Bird, 2006). Cela a été montré pour c-
myc, CREB et E2F (Campanero et al,, 2000), (Prendergast and Ziff, 1991), (Iguchi-Ariga
and Schaffner, 1989) (Figure 6.

.1.1.5 Méthylation de I'ADN et pathologies

La méthylation de 'ADN peut également intervenamd de multiples pathologies. Ainsi, la
maladie ATR-X (Alpha thalassémie liee a I'’X avedard mental) est causée par des
mutations dans le gemTR-Xcodant pour une DNA hélicase (ayant un domainatigee
aux DNMT3 suggérant une activité de remodelage aleHromatine) et provoque des
changements dans le profil de méthylation des lesll(Gibbons et al., 1997), (De Sario,
2009). Le syndrome de Rett est un autre exemplpati®ologie liee a une altération de la
méthylation de 'ADN. Ce syndrome résulte de la atioh inactivatrice du gene codant pour
MeCP2, qui interagit normalement avec les groupesneréthyles de I'ADN et permet le
recrutement des histones déacétylases (HDAC), de pgumet la répression de la
transcription. Dans le syndrome de Rett, certagiseg normalement réprimés par MeCP2
sont exprimés en raison de lI'absence de MeCP2 g@awdnd Ferguson-Smith, 2001). Par
contre, dans les cancers notamment du sein, onunetsurexpression de MeCP2 (Billard et
al., 2002).
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D’autres maladies arborant des profils anormaux ndéthylation ou des désordres
d’empreintes parentales de méthylation ont étéitdécomme le syndrome de Prader-
Willi/Angelman, Beckwith/Wiedemann et également guwrs cancers (Paulsen and
Ferguson-Smith, 2001).

Une hyperméthylation des CpG de nombreux genegesggurs de tumeurs est fréquemment
observée dans les cancers malgré une hypométhylgtabale du génome causant son
instabilité (Esteller, 2008). Environ 60 % des geoat un ilot CpG dans leur promoteur et il
a été estimeé que 1,4 % des CpG pouvaient avoimétbylation anormalement élevée et que
ce nombre pouvait atteindre 10 % lors du dévelogmentumoral (Costello et al., 2000).
Plusieurs études ont montré une hyperméthylatisrgéaes impliqués dans :

 larrét du cycle cellulaire R16™*? ou CDKN2A P15™** ou CDKN2B P14, RB

PLAGLY),

» [|'apoptose DAPK1, RASSF1A, CASP8, TFRSF10C, TFRSF10D, PLAGL1

» laréparation de TADNNMIGMT, MLHJ)

» l'adhérence cellulaire et le remodelage tissul@@®H1, CDH13, TIMP}
l'inhibition de la transcription de ces génes cahdwne cancérisation cellulaire.
Cependant le type de génes méthylés ainsi qudrguence de méthylation varie d'un type
tumoral a l'autre (Esteller et al., 2001), (Michakki et al., 2008).L’hypométhylation
globale du génomeen touchant notamment des éléments répétésirentraeinstabilité de
celui-ci en favorisant des cassures de 'ADN et @e®mbinaisons. Des séquences satellites
péricentromériques sont également hypométhyléesanades translocations qui peuvent étre
spécifiqgues d'un type de cancer, comme par exert(flel6) dans les tumeurs du rein
principalement chez I'enfant appelées tumeurs deng/{néphroblastome) (Yeh et al., 2002).
Mais I'hnypométhylation touche également des oncegeaboutissant & leur réexpression
comme HRAS MAGE (dans le mélanome)$100A4un géne associé a la formation de
meétastases (dans le cancer du colon) et le gepapullliomavirus humain 16HPV16 (dans

le cancer de I'utérus) (Esteller, 2008).
Les DNMT jouent un rbéle prédominant dans la métiytaaberrante des promoteurs. Par

exemple, plusieurs études ont démontré que cesmawzyprincipalement les DNMT3a et

DNMT3b responsables de la méthylatide nove sont surexprimées dans les tumeurs par
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rapport aux tissus normaux (Issa et al., 1993)b@rson et al., 1999). Il a également éte
montré que la DNMT1 est une enzyme qui, lorsque esression est augmentée dans un
tissu normal, est capable d’induire une méthylatdm novo et ainsi de provoquer la
transformation cellulaire (Bakin and Curran, 1999).

Les methyltransferases joueraient donc un rble prirardial dans l'oncogenese et

I’évolution des cellules cancéreuses.

.1.1.6 Applications cliniques de la méthylation

.1.1.6.1 Tests diagnostiques impliquant la méthylation

Dans les années 1940 Mandel et Metais (MANDEL aiTKIS, 1948) ont été les premiers

a découvrir des acides nucléiques extracellulaleas le sérum humain. L’ADN est retrouvé
dans la circulation des personnes saines, duragksesse, aprés un traumatisme ou apres
une transplantation (Tsang and Lo, 2007). L’ADN a&sssi présent dans la circulation des
personnes atteintes d’'un cancer (Diehl et al., R0DBez ces patients, il a été estimé que 93
% de I'ADN circulant étaient issus d’'une tumeur d& métastases (Jahr et al., 2001). Il
semble que cet ADN soit libéré durant la nécros¢apoptose tumorale (Jahr et al., 2001).
Cet ADN peut donc étre facilement utilisé commerseue biomarqueurs circulants, plus

facile a recueillir et a analyser que ’ARN ou pestéines (Cottrell and Laird, 2003).

Plusieurs études ont montré que la méthylation déADN pouvait étre utilisée comme
biomarqueur dans de nombreux cancergHerman, 2004) comme le cancer de la vessie
(Dulaimi et al., 2004), (Hoque et al., 2006), detastate (Tokumaru et al., 2004), (Hoque et
al., 2005) ou de I'ovaire (Ibanez de Caceres e2@D4). Plusieurs études ont mis en évidence
la possibilité de détecter I'hnyperméthylation deta@ies genes dans le sérum de patients
atteints de cancer du colon pour les géeiH1 (homologue Mut L humain 1) &16 ™4
(ou CDKN2A (Grady et al., 2001) et du foie pour les gémds K@ p15 N4 (g
CDKN2B etRASSF1AZhang et al., 2007).

De plus, ces études montrent que I'utilisation tdebiniqued’analyse de méthylation de

'’ADN permettrait d’anticiper et de détecter plus t6t la survenue d’'un cancerchez les
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Réponse

(S Clazse ol Geéne impliqué SEILB Ik athologie aux références
chimiothérapeutique| médicament piq méthylation P 9 traitemen
s
(Esteller et al,,
Agent MGMT (O6- 2000);
Carmusine alkg lant méthylguanine-DNA| hyperméthylé gliome +++ (Esteller and
y méthyltransferase) Herman
2004)
i Lymphome
. Agent  MGMT (06 1 diffus a it (Esteller et al,,
Cyclophosphamide méthylguanine-DNA| hyperméthylé
alkylant . grandes 2002)
méthyltransferase)
cellules B
MGMT (O6-
Temozolomide aﬁg?:rgt méthylguanine-DNA| hyperméthylé gliome Tt (Pazetal,
y méthyltransferase) 2004)
BCNU (1,3-bis (2- Agent MGMT (O6-
chloroethyl)-1- 9 méthylguanine-DNA| hyperméthylé gliome Tt (Issa, 2007)
. alkylant . ’
nitrosourea) méthyltransferase)
\ Lymphome
Methotrexate Anti- t RFC(? ened hyperméthylé du systéme - (Ferreri etal,
métabolite ;alnspor ,e(;lr_ ©s yp y nerveux 2004)
olates réduits) central
(Plumb et al,,
. . e Agent hMLH1 (homologue o« - 2000);
Cisplatine et dérivés alkylant Mut L humain 1) hyperméthylé | astrocytomd (Fukushima et
al., 2005)
Inhibiteur de
. o WRN(Werner e £ , - (Esteller et al,,
Irinotecan topogs:mera syndrome gene) hyperméthylé gliome 2000)
. CHFR (checkpoint Cancers
Taxol et dérivés P?|son du' | ith FHA and RING hyperméthylé | digestifs et tt (Agrelo etal,
useau ' 2006)
finger) oraux
. . o Agent 1< | Cancerdu -t (Toyota etal,,
Cisplatine et dérivés alkylant P73 hyperméthylé rein 2009)

Tableau 1 : exemple de génes dont le statut de mglition est corrélé avec la réponse aux traitements

chimiothérapeutiques dans certains cancers
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sujets a risque, comparé aux techniques classgieiepistage. En effet, une étude sur le
cancer du poumon montre qu'il est possible de titates anomalies de la méthylation de
'ADN 3 ans plus tdét que ne le font les dépistagésssiques chez les fumeurs ou les
personnes exposées a des carcinogenes (Palmisaino2€00). La détection d’anomalies de
méthylation des géne16™“? P15 (oy CDKN2B et Rassflapermet d'anticiper de 9
ans le diagnostic de cancer du foie (Zhang e2@0y).

Par ailleurs, une étude menée par Hoefual., démontre une augmentation de la méthylation
de certains gene®APC, GSTP1 RASSF1Aet RARB2 en fonction du grade tumoral. Ainsi
33% des grades I/ll, et 65 % des grades IlI/IV, tremt une hyperméthylation d’au moins un
de ces quatre genes (p=0.007) (Hoque et al., 2006).

La méthylation pourrait donc servir comme test diagnostique complémentaire mais
€galement pour le suivi des patients en rémissioructancer afin de détecter rapidement

les rechutes.

.1.1.6.2  Statut de méthylation et réponse a la chimiothérapie

La méthylation d’un gene donné peut influencer la @ponse a la chimiothérapig¢Tableau
1). Dans ce cadre, le gene le plus étudié est le gendadO6-méthylguanine-DNA
meéthyltransferasedMGMT) qui est responsable de la réparation des adaliigtes sur la base
guanine dans I'ADN. La perte d’expression du ght@MT est associée a une augmentation
de la sensibilité aux agents alkylants, notameaisiglatine (Gerson, 2004).
D’autres génes, inhibés par I'hyperméthylation dams tumeur, peuvent prédire la réponse a
la chimiothérapie (Issa, 2007), comme par exemple :

* le gene homologue Mut L humain H¥ILH1) (Plumb et al., 2000),

* le géne transporteur des folates réduits (RFC) (Ferreri et al., 2004),

* le gene CHFR (checkpoint with FHA and RING finger),

* le gene WRN (Werner syndrome gene) (Agrelo et al., 2006), (Esteller et al., 2000),

* le geéne TP73 un homologue de TP53 (Toyota et al.,, 2009).
Ces exemples de génes impliqués dans la répondea#texnents, leustatut de méthylation

et les réponses aux différentes drogues sont répertoriés dans le Tableau 1
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.1.1.6.3 Nouvelles approches thérapeutiques par les agents déméthylants

La méthylation de 'ADN est récemment apparue commen processus primordial de
'oncogeneéseEn effet, durant la cancérogenése, on peut notermypométhylation globale
du génome ce qui permet I'activation de genes resgdaes d’'une instabilité centromérique et
d’éléments répétés. Mais parallélement a cette mg@tloylation du génome, certains
promoteurs, généralement de genes suppresseumsnarirt sont hyperméthylés, ce qui
conduit a leur perte d’expression, favorisant aiesiéveloppement tumoral. La méthylation

de I'ADN est donc devenue tout naturellement ubdedles traitements anticancéreux.

Ainsi, des essais cliniques sont en cours avecadesits chimiothérapeutiques ciblant la
méthylation de I'ADN. Les deux principaux agentsessai sont la 2’-déoxy-5-azacytidine
(ou décitabine ou dacogen, MGI Pharma) ainsi qué-&acytidine (5AZC, ou Vidaza,

Celgene), deux analogues de la cytosine (Figure 7).

La déoxycytidine est en une cytosine couplée aanxytibose (atome H sur le carbone 2 du
ribose), ce nucléoside est spécifique de 'ADN aifférence de la cytidine qui est une
cytosine couplée a un ribose (groupement OH scaidleone 2 du ribose) dans 'ARN.

La 5-azacytidine a été développée a partir de tara@ine (agent antimétabolique). Elle
s’intercale a la place de la cytidine dans TADN’ARN au moment de la réplication et de la
transcription. La présence d’'un azote supplémeantair le cycle de la cytosine empéche les
DNMT d’'agir et bloque ainsi la méthylation de '’ADNhais son action n’est pas spécifique
de 'ADN ou 'ARN. Ainsi, en s’insérant dans '’ARNnta 5-azacytidine bloque le processus
de traduction, bloque les cellules en phase S die @ellulaire et se montre trés cytotoxique
(Santini et al., 2001).

La 5-aza-2'deoxycytidine dérive de la deoxycytideteest donc plus spécifique de I'’ADN.
Tout comme la 5-azacytidine, la présence d’'un atofaeote supplémentaire empéche la
méthylation par les DNMT. L’effet cytotoxique sUADN de la 5-aza-2’deoxycytidine et de
la 5-azacytidine est également di a la liaison leowa des DNMT au groupement Aza ajouté
a la cytidine (Juttermann et al., 1994).
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Figure 8 : compaction de 'ADN par liaison aux hisbnes(Caterino and Hayes, 2007)
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En bloquant la méthylation, ces agents permetterdédxpression dans les tumeurs de certains
génes comme les genes suppresseurs de tumeursserdgdonc sur la différenciation
cellulaire, la réactivation de la transcriptionaproduction de protéines (Attadia, 1993). Les
résultats des études cliniques menées avec cets agart assez décevants pour les tumeurs
solides (Santini et al., 2001). En revanche, lesietrs hématopoiétiques comme les
leucémies répondent beaucoup mieux a ces drogheselds études cliniques de phase I
confirment ces résultats (Steuber et al., 1996)ll¢Wze et al., 1997). La décitabine a permis
d’obtenir une rémission chez les patients attedntsyndrome myélodysplasique (Van Den
Bosch et al., 2004).

Le probleme de ce type de traitement est sa faipdeificité. En effet, I'utilisation d’agents
déméthylants permet la réexpression de certaingsgémpliqués dans des voies anti-
tumorales, mais peut également stimuler I'expressitautres genes qui pourraient étre
engagés dans des voies oncogéniques comme par lexéanmiogenése ou l'invasion
cellulaire. De plus, ces agents déméthylants neastiiis que sur les cellules en prolifération
et restent donc théoriqguement inactifs sur lesutssl hypo-proliférantes comme les cellules
souches cancéreuses et pour l'instant leur utisateste surtout restreinte aux leucémies
myeéloides ou aux syndromes myeélodysplasiques.

Aussi, ces molécules sont généralement associéeshamiothérapies classiques ou a des
inhibiteurs d’histone déacétylases (Vorinostatht@ines régulant I'état de condensation de
I’ADN (Issa, 2007).

.1.2 Modifications des histones

Dans les noyaux des cellules, 'ADN n’est pas libtaelaché, mais lié a des protéines : les
histones, qui dirigent et conditionnent la confotiora et le degré de compaction de 'ADN
(Figure 8). Les histones sont de petites protéipassques formées d'un domaine globulaire
hydrophobe composé de trois hélieesCes hélices permettent la dimerisation des héston
De part et d’autre de ces hélices se trouventiggmaités N- et C-terminales sur lesquelles
des modifications post-traductionnelles peuvenerirgnir et moduler la liaison de ces
protéines a 'ADN.
Il existe 5 histones différentes. Les histones HRIRB, H3 et H4 s’organisent en octamere
globulaire autour duquel 146 pb d’ADN vont s’eneuybour former un nucléosome

71



Hﬂ%gpgnl '%B Complete Histone With

S “H2A-H2B
- . Dimer
g

I \ o

ot

Histone Octamer

Ha-H4

Tetramer

Figure 9 : structure octamerique des histones H2A, H2B, H3 éi4

;4 canii i

i

Figure 10 :organisation des nucléosomes autour de I'histone |

72



(Figure 9)(Kornberg, 1974). L'organisation de I'’ADN en nucléosome est appetémllier
de perle » et représente le premier niveau de cctivpade ’ADN. La cinquieme histone est
'histone H1 qui regroupe les nucléosomes autowgllel’ permettant une plus grande
compaction de 'ADN (?"eniveau de compaction) et rigidifiant la structhédicoidale ainsi

formée (Figure 10).

L’association de I'ADN avec les histones et d’'astprotéines de liaison a I'’ADN, définit
deux structures d’ADN. Il y a une forme relachdaiblement condenség appelée
I'euchromatine Sa faible condensation rend I'ADMiccessible a la machinerie
transcriptionnelle. La deuxiéme forme est appelébétérochromatine et est caractérisée
par un fort degré de compaction qui rend I'ADN inaccessible aux facteurs de
transcription. Pour autant, le degré de compaction de 'ADN tnfess constant le long de la
double hélice. Ainsi pour un méme chromosome, &sxdormes cohabitent et déterminent
les zones actives et les zones inactives de laratmoe. L'existence de ’ADN sous forme
d’euchromatine ou d’hétérochromatine dépend de ficatibns des queues N-terminales des
histones et C-terminales qui peuvent étre des naibys, des phosphorylations,
ubiquitinations, sumoylations, (...) et acétylatiosguls types de modification que nous
aborderons ici (Turner, 2002), (Turner, 2000), @¥ezin and Allis, 2001).

L’activation ou la répression de la transcriptioeup étre fonction du type de changement
post-traductionnel mais également du résidu modifiélu degré de modification.

Pensées a la base comme des éléments statiquepaatinipant pas a I'expression des géenes,
il est désormais établit que les histones sontamposant essentiel de la dynamique de la

machinerie de régulation de la transcription desgege

.1.2.1 Acétylation des histones

Les lysines sont des acides aminés chargés paséiveet liant donc fortement ’ADN chargé
négativement, ceci induit la condensation de lamiatine, rendant 'ADN inaccessible aux
facteurs de transcription. L'ajout d’'un groupemaoétyle sur les lysines enléve cette charge
positive, ce qui réduit I'affinité des histones p&ddDN et relache donc I’ADN, qui devient
accessible a la machinerie de transcription. Deiénamgénérale, I'acétylation des histones est
un meécanisme activateur de la transcription.
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L’acétylation est réalisée par des enzymes spéeifiqappelées les HAT pour Histone Acetyl
Transférase. L'effet des HAT sur la chromatine p&we facilement inversé par les HDAC

(Histone DeACétylases) qui enlévent le groupe deélgs lysines.

.1.2.2 Modifications des histones et cancers

Des changements dans les modifications des ex@égmit et C-terminales des histones
peuvent intervenir dans les cellules cancéreuses. dérégulations des modifications

d’histones sont en général le fruit d’altératioes genes codant pour les HDAC, HAT, HMT

(histone méthyltransferases) ou HDM (histone déptaésie) ; ces genes peuvent étre mutés
ou transloqués, ce qui peut conduire a leur suesgprn, sous expression ou absence
d’expression.

Ces enzymes sont depuis peu ciblées par des mesgéaiilisées lors de traitements

anticancéreux. La quasi-totalité de ces moléculdsrt des HDAC. Il existe quatre groupes

d’inhibiteurs de HDAC définis selon leur classausturale.

Parmi les plus connus, on peut citer :
» des acides aliphatiques, comme le butyrate de so(es utilisé pour les étudas
vitro mais beaucoup moingn vivo du fait de sa faible durée de vie), le

phenylbutyrate, oul’acide valproique (dérivé de I'acide propylpentanoique),

» des acides hydroxamiques, comme la trichostati@ $®A) qui provoque l'arrét du
cycle cellulairein vitro mais son efficacitén vivo n’a pas été démontrée du fait de sa
grande cytotoxicité. Des étudasvitro démontrent clairement que la trichostatine A
induit une apoptose dans les hépatocytes de rath@écke et al., 2004) et qu’elle

permet la réexpression de certains genes suppresietumeurs.

» des tétrapeptides cycliques, comme la trapoxindefssipeptide et I'apidicine. Mais
seul le depsipeptide a, a ce jour, montré une agfifi€ sur la progression tumorale
(Vinodhkumar et al., 2008).

Des études clinigues en cours, ou menées récemaentEtats-Unis, combinent des

inhibiteurs de DMNT et HDAC (protocole n°2004-07R€T00326170) et montrent un effet
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additif de l'acide valproique et de la décitabines-a-vis de l'inhibition de la croissance
tumorale et de l'induction de l'apoptose chez datiepts atteints de leucémie myéloide
chronique. Ces substances sont, pour le momembusuitilisées chez des patients atteints de
leucémie myéloide ou de syndrome myélodysplasibpie, action sur les tumeurs solides
reste encore a démontrer.

La méthylation de I'ADN et les modifications d’hisbnes sont deux mécanismes
impliqués dans la régulation de I'expression des gés. En effet, ces deux processus
permettent par exemple I'extinction de genes diwelbfppement chez I'adulte, mais ils sont
€galement mis en jeu dan$empreinte parentale » qui permet I'expression monoallélique

de certains genes.

.1.3 Empreinte parentale

Un ceuf fécondé de mammifére contient initialemenhdyau d’'un spermatozoide et celui
d'un ovocyte, a la différence de certains animatxvégétaux qui se reproduisent par

parthénogenese (c'est-a-dire a partir d’'un seuhmpy

En 1984, Solter et Surani essaient d’échangeryawndu spermatozoide par celui d’'un autre
ovocyte et inversement afin d’observer les consécgge sur le développement embryonnaire
murin et connaitre la participation de chaque genfiicGrath and Solter, 1983), (Surani et
al., 1984), (Surani and Barton, 1983). Les gynotgEnembryons développés a partir de deux
ovocytes) et les androgénotes (embryons développ@artir de deux spermatozoides)
n'‘arrivent jamais a terme. Les gynogénotes préseni@ développement embryonnaire
normal mais ont des anomalies des annexes embiyesinia situation est opposée pour les
androgénotes. Cette expérience montre que les gisnxmes ne sont pas équivalents mais
surtout gu'ils jouent un réle complémentaire damsiéveloppement embryonnaire. Pour la
premiere fois, une expérience montrait la non-égjaiwce des génomes parentaux. Solter et
Surani ont alors émis I'hypothese d’un mécanisheepreinte génomique parentale mise

en place durant la gamétogenese.

Plus tard, Cattanadtt al,, et Searle & Beechey tentent de déterminer I'irtgpe de chaque

chromosome murin en effectuant des expériencesdidamies parentales de chaque
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chromosome. Par croisement de souris présentantrefeaniements chromosomiques,
Cattanach et al., obtiennent des individus chez cgitaines paires de chromosomes ou
portions de chromosomes proviennent d'un seul @ex gharents (Cattanach et al., 2004).
Ceci permet de déterminer onze régions chromosasigqun équivalentes selon qu’elles
proviennent du pere ou de la mere, et qui affectentiéveloppement, la survie ou le
comportement murin (Figure 11). Ces onze régiomgtigues sont soumises a I'empreinte
parentale (Cattanach et al., 1996). Cettgpreinte permet de mettre sous silence un des
deux alleles de certains géned.es premiers genes soumis a I'empreinte ont é&em
evidence dans les années 1990GF2 (insulin growth factor 2) et son réceptd@FR2
(Insulin growth factor 2 receptor) (DeChiara et 4890), (Barlow et al., 1991). Ont suivi plus
tard les découvertes d’autres genes soumis a lanipr parentale comm@&LAGL1
(Abdollahi et al., 2003).

Les genes soumis a I'empreinte ne sont pas disside facon aléatoire dans le génome, mais
sont regroupés en cluster, suggérant un contrderam de I'expression de ces gefiespes

et al., 2003). En effet, c’est le cas 5F2 etH19. La protéine CTCF se lie a I'alléle maternel
et active I'expression #19, I'expression dGF2 est réprimé. Sur I'allele paternel, 'ADN est
méthylé, CTCF ne se fixe pd$19 ne s’exprime pas contrairemeniGF2 (Figure 12).

Chez 'homme, les régions soumises a I'empreintg sartout retrouvées au niveau des
chromosomes 6, 7, 11, 14, 15.

L'inactivation d’'un des deux alleles observée ldesI’empreinte parentale fait appel a deux
mécanismes évoqués plus haut que sont: la métiylde 'ADN au niveau d’ilots CpG
(également appelés DMR pour Differentially Methyl&eggion) et/ou les modifications
d’histonegLewis et al., 2004).

De plus, il a été démontré que les genes d’em@reirtduisent souvent des ARN non codants
capables de réguler (réprimer) I'expression desgéatiempreinte adjacents. Par exemple
l'intron 2 du géne Igfr2 contient le DMR ou centteempreinte qui est méthylé sur I'allele
maternel. A partir de l'allele paternel non méthysé&exprime un ARN antisens qui serait
responsable de la répression des géBER2, SLC22A2et SLC22A3(Figure 13)(Wutz et

al,, 1997), (Sleutels et al., 2002), (Rougeulle and Heard, 2002).

79



80



Les genes soumis a l'empreinte parentale ont urg@ession monoallélique due a la
répression d’'un des deux alléles par méthylatiomdensation de la chromatine ou encore
ARN anti-sens. Du fait de cette expression monbailé, la fonction des genes d’empreinte
est plus facilement perdue et peut étre causéd)pane mutation, 2) une deélétion, 2) une
méthylation, 3) une perte d’hétérozygotie de llalléormalement exprimé.
De tres nombreuses pathologies résultent de lafivatibn d’expression de ces genes, parmi
lesquelles :

* le syndrome Beckwith-Wiedemann qui est associésaademalies d’empreinte de la

région humaine 11pl5 et caractérisé par des madftons congénitales et des

prédispositions a certaines tumeurs.

* Les syndromes Prader-Willi (perte d’expression el¢ains genes notammedNRPN
et d’Angelman (perte d’expression UBE3A qui sont associés a des modifications
de lI'empreinte de génes de la région chromosomifjbgll-13 et caractérisés

principalement par des retards mentaux.

* Les cancers liés a des pertes d’expression de geipgsesseurs de tumeur soumis a
'empreinte parentale BRCAlet2, PLAGLJ).

Dans de trés nombreux cancers, on peut noter ute ge I'empreinte parentale (LOI pour

loss of imprinting) qui aboutit, comme cela a ét&erit plus haut, a une réexpression de
I'alléle normalement réprimé ou a une perte d’eggpi@n de I'allele normalement exprimé. La
premiere LOI mise en évidence a été celle du &k dans les carcinomes du colén,

entrainant une prolifération anormale des cellules cryptes du célon, favorisant le

phénomene de tumorigenese. Depuis, cette LBKR a été retrouvée dans de nombreux
cancers (sein, rein, sarcomes, cancers hématapgéti.).La perte de 'empreinte est un

événement clé de la tumorigenése et c’est un mécame trés conservé dans les cancers.

En effet, la perte de 'empreinte ou plus largeneséaltérations épigéenétiquegméthylation

de '’ADN, remodelage de la chromatine) sont dewécanismes précoces de 'oncogenése
Les modifications épigénétiques participent beapcauw développement tumoral mais
seraient surtout impliquées dans la transformatiencellules normales a l'origine des

cancers. A ce jour deux hypothéses s’affrontent pgpliquer I'origine des cancers : soit une
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euchromatine

hétérochromatine

structure

moins condensée,
ouverte, accessible

condensée, fermée,
inaccessible
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éléments répétés

structure de la
chromatine

activité

exprimée, active

réprimée, silencieux

méthylation de

hypométhylée

hyperméthylée

L8 I'ADN

:3) _§' acétylation hyperacétylation des | hypoacétylation des

= d'histone histones H3 et H4 histones H3 et H4

[NT)

C oo

£ g méthylation | H3K4me2, H3K4mes3, ::E;;mgg
d'histone H3K9mel ’

H3K9me2, H3K9me3

Tableau 2 : différences de structure de I’ADN et deprotéines associées en fonction du niveau de

compaction de la chromatine
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cellule difféerenciée se dédifférencie et acquiéee gropriétés pro-prolifératives (hypothese
de la transition épithélio-mésenchymateuse), s@taellule souche d’un tissu donné dérive et
donne naissance a une tumeur (hypothése de ldecetiuche cancéreuse). Dans le cadre de
cette deuxieme hypothése, plusieurs auteurs ons éidée que le phénomene initial
permettant la dérive des cellules souches d’'un @igpe normal a un phénotype tumoral
pouvait étre d’origine épigénétiq@nes and Baylin, 2007).

D’apres cette hypothese, il existerait des gengatekeepers » qui permettraient le maintien
du phénotype normal des cellules souches lorsgsils épigénétiquement régulés et qui
induiraient la dérive tumorale de ces cellules Beaclorsqu’'une dérégulation épigénétique
interviendrait. Ces génes commA@C ou la beta-catenine, qui sont des « gatekeepdans

le cancer du cdlon, sont donc considérés comme@rmbggniteurs épigénétiques du cancer
D’autre part, I'épigénétique est aussi responsdéleeterogénéité des cellules tumoralesu
sein d'une méme tumeur, ce qui expliquerait quéaters sous populations cellulaires d’'une
tumeur répondent plus ou moins bien a une chimiafhé, ou acquierent une capacité

d’invasion (Feinberg, 2005).

.1.4 Conclusion

Toutes les cellules d’'un organisme partage le m&@Bid mais la spécificité de leur protéome
définit leur fonction et leur appartenance a usuispécialisé. Ainsi, chaque cellule exprime
un nombre restreint de genes, dont I'expressionéggtlée par plusieurs mécanismes parmi
lesquels des mécanismes épigénétiques rendant I'BlD&Nou moins accessibles aux facteurs
de transcription. Deux mécanismes épigénétiquesetinidétaillés ici la méthylation de
'ADN et la compaction de I’ADN due a des modifications des histones
La méthylation de I'ADN se fait, chez les mammitmiquement sur les cytosines placées
en amont de guanine et appartenant a des Tlotsplm®s en amont de la séquence codante
des genes. L'ajout du groupement méthyle sur lesstyes induit le recrutement de protéines
liant spécifiguement '’ADN méthylé appelée MBD commIECP2 qui a permet la fixation
d’'un complexe multiprotéique (contenant entre auttes histones déacétylases) induisant la
compaction de la chromatine et rendant ’ADN inasdale aux facteurs de transcription.
L’accessibilité de 'ADN aux facteurs de transaopt définit deux types de chromatines :
'euchromatine qui est accessible aux facteurgatescription, est caractérisée par une forme
relachée de I'ADN et une grande richesse en géhe.dst généralement hypométhylée,
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hyperacétylée et certaines lysines de ces histosest méthylées. A [linverse
I’hétérochromatine est inaccessible aux facteunsaiescription, et caractérisée par une forme
condensée de I'ADN et une richesse en élémentsté®péElle est généralement
hyperméthylée, hypoacétylée et certaines lysinesédg histones sont méthylées (Tableau 2).
L'épigénétique est un mécanisme de régulation de I'expressiorgdassransmissible au
cours des générationsgui peut également servir a réguler I'expressiorgéiees impliqués
dans des processus généraux comme par exemplevédomigement, selon leur origine
parentale. Ces génes sont dit « soumis a I'emgrgiatentale », la régulation épigénétique
d'un des deux alléles conduit a une expression alermmonoallélique. L'expression de ces
genes est dérégulée dans de nombreuses pathgbagiase modification de cette empreinte
parentale qui conduit a leur sur- ou sous expras€dans lI'oncogenése on peut noter une
perte d’expression de plusieurs génes soumis gteinmte parentale et codant pour des génes
suppresseurs de tumeur. Cette perte d’expressiam @sécanisme pro-oncogénique précoce.
La précocité de cette altération en fait un bonl aliagnostique, mais aussi pronostique
puisque I'état de méthylation de certains génes ormer sur la probabilité de réponse a
un traitement ou sur la probabilité de rechute.

La méthylation de I'ADN et le remodelage de la chatine sont deux mécanismes
épigénétique étroitement liés a l'oncogenése matgemment un autre mécanisme
épigénétique a été découvert : la régulation detession pamicroRNA, qui est également

impliquée dans le processus de cancérisation.
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.2 Régulation de l'expression génique par un mécanisme

épigénétique : MicroRNA

Jusqu’a la découverte des ribozymes (ARN capablmatidyser des réactions chimiques), les
ARN étaient uniguement considérés comme des inthainés de la synthése protéique. Dans
les années 90, Jorgensen al., ont découvert fortuitement une nouvelle classe RNA
capable de modifier I'expression de certains gé¢iegpoli et al.,, 1990). Mais le mécanisme
responsable de ce phénotype resta inconnu jusd@84, quand Wassenegger montra que
l'introduction d’ARN double brin dans des -cellula$Arabidopsis thaliana régulait
'expression d'un géenfWassenegger et al., 1994). La méme constatation a été faite par Fire
et Mello en 1998 chez le nématddaenorhabditis elegandire et al., 1998). Ce mécanisme
fut alors nommé ARN interférence. L’ARN interféres# lie spécifiguement a '’ARNm cible,
conduisant a la dégradation de celui-ci et de & ftinhibition de I'expression de la protéine
correspondante. En 1993, un autre type ARN nonrtaété mis en évidence page et al.;

les microRNA(Lee et al,, 1993).

.2.1 Découverte des microRNA

Le premier microRNA découvert fut Lin-4 en 1993 éLet al.,, 1993). A cette époque,
'équipe de Lee cherchait a élucider les mécanismesléculaires permettant le
développement d&. elegans Cet organisme a six stades de développementstaoe
embryonnaire, quatre stades larvaires et un stalldtea Lee et al., ont montré que
l'introduction d’'un ADN de 693 pb sans phase deuex; chez le mutant Lin-4 qui réitere en
permanence le stade larvaire L1, permettait legogsau stade de développement suivant. Cet
ADN de prés de 700 pb codait en fait pour un p&RIN de 22 nucléotides, capable a lui seul
de restaurer le phénotype sauvage. lls ont égatememtré que cet ARN ne codait pas pour
une protéine, mais était capable de se lier a agaence particuliere du 3'UTR (région 3’
terminale non traduite des ARNm) de deux ARNm coganur les protéines LIN-14 et LIN-
28. LIN-14 est une protéine qui bloque la transitidl-L2, ce petit ARN en se fixant au
3'UTR de Lin-14 induisait la dégradation de cet ARNet bloquait la synthese de cette

protéine répresseur. Mais a cette époque, aucumelbgie de séquence avec Lin-14 n’avait
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pu étre mise en évidence dans les bases de doréemécanisme était donc considére

comme un phénoméne isolé et propre au nématode.

C’est dans les années 2000 que I'on peut noteréumaklle engouement pour I'étude des
microRNA, de leur synthese, de leur mécanisme idact de leur(s) rble(s).

En effet, en 2000 Reinharet al., montrent I'existence d’'un second microRNA chéz
elegans let-7 qui permet de réguler I'expression desgines LIN-41 et LIN-42 au cours du
développementReinhart et al,, 2000). Cette découverte a permis de généraliser le mode
d’action de lin-4 et de définir un nouveau moderéigulation de I'expression protéique. La
méme année, cette équipe découvre des seéquencedoboes de let-7 chez tous les
vertébrés et invertébrés étud{@asquinelli et al., 2000). Cette découverte a marqué le début
d’'une analyse systématique des génomes des métaetides plantes. Plusieurs études ont
permis de mettre en évidence l'existence d’ARN wodant chez I'Homme, la drosophile
(...) (Lee and Ambros, 2001), (Lau et al., 2001), (Lagos-Quintana et al., 2001).

Ces études ont permis le développement de logleigirédiction de genes codant pour des
microRNA en 2003, et il a été estimé qu’'l % du géeaodait pour des microRNA et qu’un
tiers des microRNA du nématodz elegan<ttait conservé chez 'Homme. Les microRNA
sont en quantité variable dans les cellules maipeant estimer qu’il y a entre 1000 et 50000
microRNA par cellules cheZ. elegangLim et al,, 2003).

En 2004 D. Bartel émet I'’hypothése d’une répartitiies microRNA dépendante des tissus et
du stade de développem¢Btrtel, 2004).

.2.2  Synthese des microRNA

La majorité des génes codants pour des microRNAirgte dans des régions intergéniques
ou dans les introns de certains genes et ont lpopres régions regulatricgd.agos-
Quintana et al,, 2001), (Lau et al., 2001). Une partie des génes codant pour des microRNA
est organisée en tandem ce qui induit une expreggtycistronique de ceux-ci (Figure 14)
(Altuvia et al., 2005).

Les génes codant pour les microRNA sont transpetd’ARN polymérase Il dans la grande

majorité des cas, ce qui aboutit a la synthese tfABn codants d’une ou plusieurs centaines
89



90



de bases, appelésri-microRNA, qui sont caractérisés par une structure doubie br
partiellement homologue et une partie nhon compléanenqui forme deux prolongements
monocaténaires, mais aussi par la présence d’'uffe ea 5’ et d’'une queue poly(A) en 3’
(Lee et al., 2004), (Cai et al., 2004). De faconasonnelle, certains microRNA ayant des
séquences promotrices de type Alu ou tRNA par ex@npeuvent étre transcrits par 'ARN

polymérase Il (Borchert et al., 2006).

Une fois le pri-microRNA synthétisé, il va étre &n charge par un complexe protéique
formé de deux protéines: DROSHA (une endonucléaseDGCR8 (également appelé
PASHA chez 'Homme) (Han et al., 2006). Ces delwotgines vont cliver les deux extrémités
monocaténaires portant les coiffes en 5’ et la qusaly(A) en 3, donnant ainsi naissance a
un autre précurseur : pgé-microRNA.

DGCRS8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) est nneléoprotéine de liaison a 'ARN
double brin, qui reconnait le motif en épingle a&wtux du pri-microRNA et oriente le
domaine catalytigue RNase Il de DROSHA pour levagdie du pri-microRNA en pré-
microRNA (Han et al., 2004) . Ce clivage se fait 11 nucléotides de part efitdéade I'hairpin
(Lee et al., 2003) ; (Zeng et al., 2005). Le complexe DROSHA-DGCRS8 va ensuite réduire la
taille des extrémités monocaténaire pour avoir dote I'extrémité 5’ phosphate de I'hairpin
et de l'autre deux nucléotides sortants en 3’ Hailpin (Denli et al., 2004), (Han et al,
2006), (Han et al, 2004), (Gregory et al,, 2004). Ce pré-microRNA a une structure en
épingle a cheveux (hairpin loop) d’environ 70 notiges pour les microRNA synthétisés
individuellement. Les pré-microRNA transcrits enlyptstron sont constitués de plusieurs

structures en épingle a chevgituvia et al., 2005)

Une fois le pré-microRNA synthétisé, il va étre extp du noyau vers le cytosol par EXP5
('exportine 5), qui reconnait les 2 nucléotidesl@trémité 3'non contenus dans I'hairpin
(Zeng and Cullen, 2004), en utilisant du Ran-GTE@Bohnsack et al., 2004), (Yi et al,, 2003).

Lorsque le pré-microRNA est dans le cytoplasméplacle de I'hairpin va étre clivée par une
autre RNase de type Il spécifique de 'ARN doubien nommé DICERBernstein et al.,
2001), (Hutvagner et al.,, 2001), (Ketting et al., 2001). Il résulte de ce clivage, un duplex de
microRNA de 20 a 25 pb a la complémentarité imp@féoujours lié a DICER et ses
protéines associées: TRBP (transactivating (TARYARbinding protein) et PACT
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(interferon-inducible dsRNA dependent protein kenéBKR) activatorChendrimada et al.,
2005), (Lee et al, 2006). Ce duplex est constitué du microRNA mature et de son
complémentaire (identifié par une asterisquf)im et al., 2003), (Schwarz et al,, 2003). En
général, un brin du duplex est destiné a étre raRINA mature, l'autre étant dégradé. Le
microRNA mature est celui qui est le moins thermmaiyiqguement stable et capable de
s’hybrider a un ARN cible avec une faible homolofi&ol et al., 2004), (Schwarz et al,,
2003). Mais dans de rares cas, le duplex peut étre fatenéeux microRNA mature par
exemple mir458-3p et mird58-5p ou mir202 et mir20@% dans ce cas, I'asterisque désigne
non pas le brin destiné a étre dégradé mais letiurenodynamiquement stable.

Le microRNA mature est alors pris en charge par A@®la famille des protéines argonaute)
et GW182 notamment, pour former un complexe dénomiRdSC résultant de I'association
d’'un microRNA et des protéines du complexe RISC ARMduced Silencing Complex)
également appelé miRNP (microRNA+ des Ribo Nuclét#nes) (Maniataki and
Mourelatos, 2005).

Chez 'Homme, il existe 8 protéines de la famillganaute. Cette famille est subdivisée en 2
sous-famille : AGO, ubiquitaire dans les cellules mhammifere et PIWI, restreinte aux
cellules des lignées germinale et hématopoiét{§asaki et al., 2003). Chez 'Homme, |l
existe 4 protéines PIWI et 4 protéines AGO, lesegéoodants pour AGO1, 3 et 4 sont
localisés sur le chromosome 1, tandis que le gedarnt pour la protéine AGO2 est situé sur
le chromosome 8. Le complexe RISC peut conteniptetines AGO1-4Hammond et al.,
2001), (Meister et al., 2004). Les protéines de la famille AGO possédent, eanitees :
* un domaine de liaison a I’ARN trés conservé,
* le domaine PAZ (Piwi-Argonaute Zwille) qui peut rlid’extrémité 3’libre du
microRNA
* un domaine MID permettant 'interaction avec I'éxtité 5’phosphate du microRNA
(Hock and Meister, 2008),
* et un domaine PIWI ayant une forte homologie stmaté avec les RNasékingel
and Sattler, 2005) (Figure 15).

La protéine AGO2 est la seule protéine de la f&nAlGO a avoir un domaine PIWI a activité

endonucléasique. En effet, bien que toutes le€imedt AGO aient le domaine PIWI, celui-ci
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est généralement inactif, sauf pour AGO2 qui pewicccliver les ARN. AGO2 est nécessaire
a la dégradation de 'ARNm cible, les autres AG@tguutdt responsables de la répression de
la traduction(Meister et al., 2004).

Le complexe miRNP ou miRISC va ensuite se lierARNm cible ce qui va engendrer
plusieurs voies possibles, aboutissant toutesrépl@ession de la traductidGregory et al.,
2005), (Martinez et al.,, 2002).

.2.3 Modes d’action des microRNA

A la difféerence des siRNA qui nécessitent une cémgntarité parfaite entre I'ARN et la
séquence cible pour induire une répression datuttion, les microRNA peuvent bloquer la
production de protéines en ayant une complémeatanparfaite.

Contrairement aux siRNA qui peuvent se fixer sue wéquence homologue située dans
n'importe quelle région de ’ARNm, chez les mammefg les microRNA reconnaissent une
séquence cible située dans la région 3'UTR de ioertARNm (Wang et al., 2004). La
répression de la traduction par les microRNA peuase par plusieurs mecanismes :

» si la complémentarité est parfaite entre la séquelcmicroRNA et la séquence de
reconnaissance du microRNA sur la région 3UTR’ARNm cible, alors la liaison
est totale et induit lalégradation du complexe miRISC-ARNm cible (comme pour
les siRNA) ;

* lorsque la complémentarité est imparfaite entrmieroRNA et sa séquence cible, il
n'y a pas degradation magequestration du complexe miRISC-ARNm dans des
sous-domaines cytosoliques appelés les P-bodidte @docalisation entraine un
blocage de la traduction car 'ARNm n’est plus a&siiele & la machinerie
traductionnelle. Si la complémentarité n’est paseséairement totale pour ce dernier
mécanisme d’action, une partie du microRNA (2 aucléotides appelé le « seed »)
doit tout de méme s’hybrider parfaitement & 'ARN(Rigure 16)(Maziere and

Enright, 2007).

Il existe plusieurs mécanismes de répression tladiaiction des ARNm lorsque ceux-ci sont
séquestrés dans les P bodies. La présence du miRis@ 3'UTR d'un ARNmM peut

entrainer une déadenylation de la queue poly(Ayroblocage de linitiation de la traduction
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par masquage de la coiffe en 5. Dans le cytopladmdixation du miRISC peut aussi
entrainer une répression de I'élongation des preséén cours de synthése ou une dégradation
des peptides en cours de synthese (Figure 17).

A la différence des siRNA qui sont spécifiques dideul ARNm donné, les microRNA, de
part leur mécanisme ne nécessitant pas une paHwgitedation, peuvent réguler dess
nombreux ARNm. Un microRNA donné peut potentiellement régulexpression d’une ou
plusieurs centaines de génes. InversementARNm donné peut étre régulé par de

multiple microRNA .

Chez les animaux, les microRNA ciblent préféretgiment des génes impliqués dans le
développement, la prolifération et 'apoptose os genes tissus spécifiques. En revanche, les
genes constitutifs, codant pour des protéines dtosquelette ou des enzymes du

métabolisme, sont trés peu régulés par des micraRNA

2.4 MicroRNA et cancers

Les genes impliqués dans le développement sorsigiesment dérégulés dans de nombreuses
pathologies, comme le cancer. L'implication desrolRINA ayant été clairement identifiee
dans la régulation de I'expression de nombreux gé&hedéveloppement, plusieurs équipes

ont émis I'hypothese d’un réle des microRNA dansdecer.

En 2002, Eric Lai met en évidence pour la premiere 'implication de microRNA dans
'oncogenése (Lai, 2002). Il montre ainsi que certains microRNA peuvent ulég
'expression de genes cibles de la voie Notch corargeneHairy/Enhancer of Split genes
(HES qui code pour un répresseur de la transcriptiégulant la différenciation cellulaire et
le développement embryonnaire notamment via lesgime-MYC, MADet MAX.

Avec le développement de logiciel de prédictiorixigtion des microRNA aux 3'UTR des

ARNmM, il a pu étre mis en évidence que de nomboElCogenes ou suppresseurs de tumeur

pouvaient étre régulés par des microRNA.

Les loci des microRNA sont souvent retrouvées daes rdgions chromosomiques trés

remaniéesdans les cancer&alin et al., 2004), ce qui altere I'expression de microRNA
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régissant I'expression de genes impliqués dangdhbfgration, le développement, la mort,

'adhérence... Par exemple, les microRNA 15a et Ifi répriment I'expression de la

protéine anti-apoptotique BCL2, sont localisés &gl¥ une région freqquemment délétée
dans de nombreux cancers, comme la leucémie lymehdironique, ou le cancer de la
prostate. Ainsi leur perte d’expression entraine slaexpression de la protéine anti-
apoptotique BCL2, favorisant le développement tah@alin et al., 2002).

Dans le cas de I'erythroleucémie, une insertiomdADN viral codant pour le cluster de

microRNA 17-92 a été mise en évidence, aboutisdame augmentation de la prolifération

cellulaire en interférant avec la voie de I'EPQui et al., 2007).

Une dérégulation de I'expression de plusieurs nitdtA a pu étre détectée dans de nombreux
cancers, créant une veéritaldgnature microRNA dans ce type de pathologie, et qui est
propre a chaque cancer. De plus, la signature RNAode la tumeur étant différente de celle
du tissu sain, les microRNA pourraient servir Bemarqueurs diagnostiques ou
pronostiques (Lu et al, 2005), sachant que certains peuvent étre dosés a mhatir
prélevements sanguifiblitchell et al., 2008), (Ng et al., 2009), (Tanaka et al., 2009).

Globalement, les microRNA sont sous-exprimés dassncers, mais quelques microRNA
sont surexprimés. Les microRNA régulant des oncegésont de fait des microRNA
suppresseur de tumeur et sont en général peu aitendans les tumeurs, a linverse les
microRNA ciblant les ARNm de genes suppresseurstutieeur, appelés des oncomiR

(microRNA oncogéniques), sont surexprimés dansoteoneux cancers.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cette atidrde I'expression des microRNA :

e A ce jour, quelguemutations ou polymorphismesdans la séquence des microRNA
ont pu étre identifiéeg¢Calin et al., 2005), (Duan et al., 2007), mais pas dans les
séquences des protéines permettant leur expressioleurs actions sur 'TARNmM
(Mishra, 2009),

* Les microRNA sont souvent retrouvés dans réggons instables du génomet sont

souvent les cibles deanslocation (Calin and Croce, 2007),
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e L’altération de I'expression des microRNA peut égaént étre dle a une
modification des protéines interagissant avec lesaRNA. En 2006, il a pu étre mis
en évidence dans le cancer de la prostatesurexpression de la protéine DICER

qui de ce fait augmente la quantité de tous lesaRiNA (Chiosea et al., 2006).

* la répression de l'expression de certains microRput aussi étre due a des
mécanismes épigénétiquedels que la méthylation de I'ADN. En effet, des
expériences réalisées sur des lignées de canaaialu (HCT116), déficientes ou non
en DNMT1 et 3b, ont montré une expression diffesediu microRNA 124a
(Lujambio et al., 2007). D’autres équipes ont montré une régulation desaRINA
par méthylation de I'ADN en traitant des cellulesnbrales a la 5AZdC, ce qui
permettait d'augmenter le niveau d’expression deroNA 127 dans le cancer de la
vessie (Saito et al, 2006). Une régulation des microRNA 21, 203 et 205 par
meéthylation a aussi été mise en évidence dansgiesek de cancers de l'ova(ierio
et al., 2007). Bandreset al., ont également mis en évidence @dlets CpG dans les
promoteurs des microRNA 9-1, 129-2 et 133usceptibles d’étre méthylés, dans le

cancer colorectgBandres et al., 2009).

A propos de ce dernier mécanisme, il a d’'ailleécemment été montige interconnexion
entre les trois mécanismes épigénétiquesnéthylation de '’ADN, modifications d’histones
et microRNA avec la découverte de la régulation lear microRNA des DNMT, HMT
(Histone MéthylTransferase) et HDAC (Histone DeAfate)(Fabbri et al., 2007).

Outre le cancer, les microRNA sont également inyglggdans diverses pathologies comme le
syndrome du X fragilg€Jin et al, 2004), la maladie d’Alzheime(Wang et al., 2008), le
psoriasis(Sonkoly et al., 2007), le diabétgTang et al., 2008) et I'obésité(Takanabe et al.,
2008).
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.2.5 Conclusion

Les microRNA sont des acteurs majeurs de tous tesepsus cellulaires normaux et
pathologiques. Leur découverte, bien que récergasaité un engouement important, pour
preuve, un tableau répertorie le nombre de pulddicatontenant le terme microRNA dans le
corps du texte par année depuis les années 2008¢leence de publication est exponentielle
(Figure 18). L'enthousiasme pour ce nouveau modeedelation de I'expression des genes
s’explique par la grande variété de processus ésqudr les microRNA et par un mécanisme
d’action variable, permettant de réguler un gramwhiore de génes.

En effet, les microRNA sont retrouvés en tres granthbre dans toutes les espéces, du
nématode a I'Homme. On estime a pres d’'un milles inicroRNA pouvant exister chez
’'Homme. Ces microRNA sont en grand nombre dansaatiele ou un tissu donné, mais un
microRNA particulier peut réguler un nombre tregpartant de génes cibles et ainsi influer
sur plusieurs acteurs d’'une méme voie de signalisatu sur plusieurs voies de signalisation
aux actions complémentaires et synergiques pemeititasi un effet potentialisé.

A ce jour, les modes d’action des microRNA ne guag totalement expliqués. En effet, les
processus permettant la séquestration de ’TARNmnuencent juste a étre élucidés. Ainsi,
linhibition de I'expression protéique par répresside l'initiation de la traduction date de
2005. Les autres mécanismes de répression de d'ssipn protéique tels que la
déadenylation, la dégradation de la protéine enscd@ synthese et le blocage de I'élongation
ont été élucidés au cours de I'année 2006.

Si les modes d’actions des microRNA restent encoat connus, les processus faisant
intervenir les microRNA sont largement étudiés. shite role des microRNA dans le
développement embryonnaire, le maintien de I'hora&is cellulaire ou l'apparition et le
maintien de certaines pathologies fait I'objet denbreuses études.

L'implication des microRNA dans I'oncogenése esfale devenue une piste sérieuse dans la
compréhension des processus oncogeéniques et dardgevieloppement de nouveaux
biomarqueurs (mise en évidence de « signaturesoRINA » prédictives de la réponse aux
traitements, de l'agressivité tumorale ») ou deveaux traitements (traitement de tumeurs

xénogreffées avec des microRNA ou leurs inhibifeurs
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Pour autant, il est important de noter que tous rMecanismes faisant intervenir les
microRNA restent mal connus. En effet, alors gq@st communément admis que les
microRNA induisent une répression de la traducttomis études parues entre 2006 et 2008
mettent en évidence une activation de la tradudliercertaines ARNm par des microRNA
dans des conditions cellulaires particulieres giron de sérum ou certaines phases du cycle
cellulaire)(Li et al., 2006), (Vasudevan et al., 2007), (Vasudevan et al., 2008).

Les microRNA font partie d’'un mode de régulation l@xpression des génes complexe et
encore mal connu. Ainsi, I'interconnexion des miRINA avec les autres modes de régulation
épigénétiques que sont la méthylation de 'ADNe=st inodifications d’histones ajoute a la
complexité de ce processus. De plus, les genedésegar les microRNA le sont souvent
également par méthylation de 'ADN ou par des ckeamgnts de la conformation de I'’ADN
induits par les modifications d’histones. La boroenpréhension des mécanismes permettant
ou non I'expression des genes, déja décrit comard étgulés par méthylation de '’ADN ou
par des modifications des histones, ne peut donic gae d’'une étude exhaustive de tous ces

mécanismes épigénétiques.
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.3 La prolifération et la mort cellulaire: régulation et

dérégulation dans les cancers

.3.1 Lecycle cellulaire

Un cycle cellulaire est une succession d’événementigculaires qui permet a une cellule
meére de donner naissance a deux cellules fillestigiees. Il se déroule en deux étapes :
I"interphase durant laquelle la cellule grossit, accumule legiments nécessaires a I'étape
suivante et réplique son ADN ; haitose qui correspond a la division cellulaire qui perraet
formation des deux cellules filles. Le cycle cdivg peut étre sous-divisé en quatre phases :
trois phases durant I'interphase : GO/G1, S, Ga phase M qui correspond a la mitose et a la

cytokinese (Figure 19).

.3.1.1 Les phases du cycle cellulaire

La phase GOest une phase de quiescence. En général, letesdilas différenciées sortent
du cycle cellulaire en phase G1 pour entrer en Gairsi stopper la progression du cycle
cellulaire. Ce stade peut étre permanent commelpsureurones par exemple, ou transitoire,

une cellule en GO pouvant retourner en G1 et agmérer dans le cycle cellulaire.

La phase Glest la phase qui succéde a la phase M du cyct&geét. C'est une phase de
croissance pendant laquelle la cellule a une fxtwité de biosynthése ; la transcription et la
transduction, qui étaient arrétées durant la pMgseprennent pour permettre la synthese de
protéines nécessaires a la réplication de 'ADMignes de la machinerie de réplication...

et la mitose (microtubules impliqués dans la fororatlu fuseau mitotique...).

La phase Sest une phase de synthése qui correspond a leatéph de 'ADN. Les
chromosomes, auparavant monochromatidiens, dewienri@chromatidiens. Chaque
chromosome est présent en deux copies (allelesmeb paternel) et désormais avec deux
chromatides, ces chromatides seront séparées pdadantose pour former deux cellules
ayant le méme contenu chromatidien. La traductiola éranscription sont tres peu actives
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durant cette étape contrairement a la phase Glpsaufla synthese d’histones nécessaire a la

compaction du brin d’ADN néoformé.

La phase G2fait suite a la réplication de 'ADN, c’est unegste préparatoire a la mitose
durant laquelle la cellule synthétise les protéinescessaires a la ségrégation des

chromosomes, et a la cytodiérése.

La phase Mpermet la division a proprement parler d'une delen deux cellules filles ayant
le méme contenu en chromosomes. La phase M esédien deux : la mitose qui correspond
a la séparation des chromatides et a la divisionaau, et la cytodiérese, qui consiste en la
division du cytoplasme en deux et a I'individudiisa des membranes plasmiques.

La mitose comporte plusieurs étapes : la prophaseétaphase, 'anaphase, la télophase.
Une fois la mitose achevée, la phase M se termamdgpcytodierese qui permet la division

des deux cellules par extension de la membranengjas.

.3.1.2 Les protéines régulatrices du cycle cellulaire

La progression des cellules dans le cycle celkilest régulée principalement par deux classes
de protéines : les CDK (Cycline Dependant Kinasgsi),sont des protéines sérine/thréonine
kinases, et les cyclines. Leur découverte a vajpurileNobel de physiologie et de médecine a
Leland H. Hartwell, R. Timothy Hunt, et Paul M. Naren 2001.
L’association des CDK aux cyclines induit I'activat des CDK qui vont alors phosphoryler
et donc réguler d’autres protéines permettant laguote du cycle cellulaire (Figure 20).
Le couple CDK-cycline est spécifique a chaque plaseycle cellulaire. Ainsi durant,

 la phase G1, interviennent successivement les esuplCDK4/cycline D et

CDK®6/cycline D,

* latransition entre la phase G1 et la phase $fi@itvenir le couple CDK2/cycline E,

* laphase S, fait intervenir le couple CDK2/cyclke

* latransition entre la phase S et la phase Ganfi@itvenir le couple CDK1/cycline A,

* le couple CDK4/cycline D3, participe a la phase S,

» latransition entre la phase G2 et la phase Mrigetvenir le couple CDK1/cycline B.
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D’autres protéines phosphatases ou kinases pewémmimer ou activer les couples
CDK/cyclines comme : p&¥, WEE1, PP2a ; CDC25a/b (...) (Figure 21).

.3.1.3 Les points de contréle « checkpoint » du cycle cellulaire

Comme nous venons de I'évoquer, le déroulementydie cellulaire est hautement controlé
par les CDK et les cyclines. Or, des erreurs swesmpendant la réplication de 'ADN ou la
mitose pourraient rapidement étre transmises allyle® filles si le cycle cellulaire ne
pouvait étre stoppé en cas de mutation ou de msmivapartition des chromosomes. C'est
pour cela que les étapes clés du cycle cellulargiennent des points de contrble faisant
intervenir des protéines régulant l'interaction dEBK aux cyclines ce qui permet la

progression ou non du cycle cellulaire a I'étapeante (Figure 22).

Le premier point de contréle a lieu durant la ph@dejuste avant I'entrée en phase S. I
consiste a vérifier que la cellule contient touéssprotéines nécessaires a la réplication et que
'environnement cellulaire permet la division coegl de la cellule. La principale protéine
impliquée dans ce point de contrdle est CDKI-plgc{ibe Dependent Kinase Inhibitor p16)
qui inhibe le couple CDK4/6 cycline D, puis une cade de signalisation passant par RB
(protéine du Rétinoblastome) et E2F, qui stimudxpression de la cycline E et la poursuite

du cycle cellulaire en phase S.

Le deuxiéme point de contréle intervient a la fenld phase S et avant la phase M. Il permet
de vérifier gu’il N’y a pas eu de dommage duranglgication et que la cellule contient toutes
les protéines nécessaires a la mitose. Ce poirod&dle fait intervenir une phosphatase

activatrice : CDC25 qui active le couple CDK1/cyeliB.

Le dernier point de contréle principal du cycleldeire a lieu pendant la mitose, en
meétaphase. Ce point de contréle permet de vediier les chromosomes sont correctement
alignés sur la plaque équatoriale et passe paédeadation de la cycline D (qui inhibait le

passage en anaphase).
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Figure 23 : implication de p53 dans le cycle cellaire et 'apoptose
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Outre les cyclines et les CDK, une protéine majantervient dans le contréle du cycle
cellulaire : P53.

P53 est un facteur de transcription codé par le @&b3 situé sur le chromosome 17. P53
joue un réle important dans le contréle du cyclutare, 'apoptose et 'angiogenese lors de
dommage a I'ADN, c’est le « Gardien du génome »gFeé 23). En effet, lors de
remaniements du génome, la protéine P53 est adilwea levée de l'inhibition de MDM2)
et peut induire I'expression de protéines de rémarale I'’ADN, I'arrét le cycle cellulaire en
G1/S pour permettre aux systemes de réparatioted/ienir et 'apoptose dans les cas ou une
réparation de ’ADN n’est pas possible.

Lorsque la protéine P53 est activée, elle engehiéxpression de nombreux genes parmi
lesquelsP2], dont la protéine se lie & CDK2 et inhibe sonvététi Or CDK2 permet I'entrée
des cellules en phase S par sa liaison success®eela cycline E puis avec la cycline A. La

liaison de P21 a CDK2 bloque donc le cycle en G1.

.3.1.4 Cycle cellulaire et cancers

Dans certains cas, des dommages a I'’ADN induisestnoutations de protéines contrélant le
cycle cellulaire. Ces mutations peuvent toucheildB, les cyclines mais aussi toutes leurs
protéines régulatrices. Ces altérations conduiseihta une perte d’expression, soit a un gain
d’expression, soit a I'expression de formes pratégjtronquées ou altérées. Dans tous ces
cas, ces protéines ne peuvent plus jouer leurdéleégulateur du cycle cellulaire ce qui
engendre une division cellulaire excessive a linggdes cancers. Sans régulation du cycle
cellulaire, les cellules accumulent les mutatioas|@bsence de points de contrble empéche
'activation de P53, qui en temps normal déclentbheét du cycle pour permettre la
réparation de 'ADN ou a défaut I'apoptose quansl heutations ne peuvent étre réparées
(Figure 23).

De plus, de nombreux cancers sont caractérisésngamutation de P53 qui I'empéche de se
lier a ’ADN et donc d’activer I'expression de sgines cibles notammeR21 P53 n’est plus
capable d’arréter le cycle cellulaire et la cellaumule les mutations et prolifere de fagon

anarchique.
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.3.2 La mort cellulaire

La croissance et la survie d’'un organisme plundeite dépendent d’'un équilibre entre la
prolifération cellulaire et la mort.

Il existe plusieurs types de mort cellulaire : kEcrose, I'apoptose, 'autophagie et I'anoikis
(Figure 24, Figure 25).

.3.2.1 Nécrose, autophagie, anoikis...

La nécrosecorrespond a unmort accidentelle qui survient généralement apres un stress
extracellulaire ou un dommage physique de la aellua nécrose se caractérise par une
vacuolisation cytoplasmique et une perméabilitéladenembrane plasmique induisant une
perte du contenu intracellulaire. Il y a égalemamichangement de la morphologie du noyau
mais pas de condensation ni de fragmentation deNfALa cellule éclate littéralement, ce qui

déclenche une inflammation et la mise en jeu dtesys immunitaire (Kroemer et al., 2005).

L’ autophagieest unmécanisme de surviequi dans certaines conditions peut induire latmor
cellulaire. Cette mort cellulaire est caractérigg une absence de condensation de la
chromatine et par la formation d’'une vacuole cyigse appelée l'autophagosome qui
internalise les organelles cytoplasmiques, commeréigculum endoplasmique ou la
mitochondrie. La fusion de cet autophagosome agsdysosomes permet la dégradation et le
recyclage des composants protéiques des orgametfasellulaires (Kroemer et al., 2005),
(Glick et al., 2010).

La catastrophe mitotique intervient suite & un défaut de mitose aboutisaame mauvaise
répartition des chromosomes dans les deux cellilles. Les cellules sont notamment
caractérisées par une condensation imparfaite deemosomes et la présence de
micronoyaux. La survenue de cet événement décldaamert cellulaire par apoptose ou par
autophagie. La catastrophe mitotique survient @onge a des dommages a I'’ADN (agents
alkylants : cisplatine, ... ou des irradiations), umieibition des protéines impliquées dans la
mitose (exemple I'Hesperadin qui bloque Aurora &&jaou des poisons du fuseau (taxanes,
vinca-alcanoides...) (Kroemer et al., 2005), (Vaknietoglu et al., 2008)...
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L’ anoikis est induite lors d'une perte d’ahérence des @dlalvec la matrice extracellulaire
ou avec d'autres cellules (Kroemer et al., 200%9n 8éreglement est notamment impliqué
dans I'oncogenése lors de linvasion cellulaire magration et la formation de métastases
(Chiarugi and Giannoni, 2008).

.3.2.2 L’apoptose

.3.2.2.1 Description générale

A la difféerence de la nécrosd’apoptose est une mort programmég qui pourrait
s’apparenter a un suicide cellulaire. L'apoptosk lasplus étudiée des morts cellulaires
programmées. C’est un processus contrélé au caugsetl des cellules sont éliminées de

I'organisme (Figure 25).

Le terme apoptose, venant du grec « apoptosis gegignait la chute des feuilles des arbres,
a été introduit en 1972 par Kesat al., (Kerr et al., 1972) pour nommer un nouveau type de
mort cellulaire. Les caractéristigues morphologgjule I'apoptose sont trés différentes de
celles de la nécrose. En effet, 'apoptose se t&rae par un bourgeonnement de la
membrane plasmique, une diminution du volume aale] une condensation de la
chromatine suivie par une fragmentation de I’ADMgwexposition de phosphatylsérine (=
phospholipide anionique) sur la face externe dedanbrane plasmique (normalement présent
sur la face interne), la sphingomyéline se dépateens opposé et devient accessible aux
sphingomyélinases qui la dégradent et pour fing dégradation protéique et la formation de
corps apoptotiques (fragments de cellules entodeésmembrane plasmique) qui seront
phagocytés par les macrophages ou les cellulesngsjssans qu'il y ait d’inflammation

tissulaire.
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.3.2.2.2 Circonstances du déclenchement de I'apoptose

L’apoptose est un mécanisme physiologique mis enget au long de la vie. Il y a apoptose
lors du développement embryonnaire lors de la dispa de I'appendice caudal chez le
foetus humain, pour l'individualisation des doigpal(nés dans la premiére partie de leur
développement), ou la régression du bourgeonnecagioial(Horvitz and Sternberg, 1991).

Il y a également apoptose lors de la cicatrisatiora la fin de I'allaitement, ou encore pour
permettre le maintien de ’lhoméostasie tissulairéleminant les cellules défectueug®aux
and Korsmeyer, 1999).

Plusieurs stimuli peuvent déclencher I'apoptoses stimuli externes comme I'exposition a
des pathogénes (pollution, UV, hypoxie, privation facteurs de croissance$..mais
également a des stimuli internes (mutations, cassde I'’ADN, accumulation de protéines
mal conformées.). Selon la nature du stress, interne ou exterexx doies de signalisation

pourront étre mises en jeu pour aboutir a 'apop(esgure 26).

.3.2.2.3 Les caspases : acteurs principaux de 'apoptose

Quelle soit d’origine intrinseque ou extrinsequapbptose met en jeu le méme type de
protéines effectrices : les caspases pouaysteinyl aspartate protase» (Alnemri et al.,
1996). Les caspases sont des protéases ayant @windoratalytique de type : QACXG (ou X
peut étre un R, un Q ou un G) ce qui permet uneifept® de reconnaissance et de clivage de
motif peptidique propre a chaque caspase mais mantetoujours un glutamate (E) en

deuxiéme acide aminé et un aspartate (D) commeéurésial (Thornberry, 1998).

Les caspases sont exprimés de fagcon constitutiubiqtitaire dans les cellules sous forme
zymogene inactives, appelées pro-caspases, efcspstituées de trois domaines : un pro-
domaine en N-terminal, une grande sous-unité nonpg6g(qui contient le site catalytique)
et une petite sous-unité nommée pl0. Le passagmemspase inactive en caspase active se
fait par clivage entre les deux sous-unités p2p1€ et apres élimination du pro-domaine
inactif (Boatright and Salvesen, 2003). Les deux sous-unités p20 et pl0 vont ensuite

s’hétérodimériser. L’hétérodimere obtenu va se dseé pour former une caspase active

119



Caspase Function

19 297317 404
1 H—IH Fnﬂam mation
152 36331 435
2 i i : Apoptosis
28 I'I?S- 277
270290 377
4 - Inflammation
333 418
5 ' Inflammation
b 179194 293
6 o (esssl) Apoptosis
3 198 303
216 374385 479
8 Apoptaosis
315331 416
9 ' Apoptosis
29 45 52
10 Apoptosis
125
2o (D ’
125
12-1* M Inflammation

23 198 303

" N — e §

. Doep () Large subunit
(. Dcarp (Gl small subunit

Figure 27 : structure des différentes caspases huiings impliquées soit, dans I'apoptose, soit dans

I'inflammation (activation des cytokines)(Taylor et al., 2008)
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contenant deux sous-unités p20 et deux pl0. Laasaspctive a donc deux domaines
catalytiques indépendantRotonda et al., 1996), (Wilson et al., 1994).

Il existe une quinzaine de caspases chez les mammiparmi lesquelles on distingles
caspases effectricequi clivent les protéines cibles, les caspases initiatricesgjui clivent et

activent les caspases effectrices.

En effet, les caspases doivent étre clivées partré's caspases ou d’autres protéines a activité
protéolytigue pour étre actives, ceci aboutit a mmécanisme en cascade permettant

I'amplification du signal initial et ainsi le déclehement rapide de I'apoptose.

Il existe plusieurs membres de la famille des ceaspaitiatrices parmi lesquelles les caspases
2, 8, 9 et 10 qui, en plus des sous—unités pl@@topt un domaine d’interaction protéine-
protéine de type DED (Death Effector Domain) ou CARCAspase Recruitment Domain).
Elles sont capables de s’auto-activer et cliverst daspases effectrices. Les caspases
effectrices comme les caspases 3, 6 et 7 qui niéeoaent que les sous-unités p10 et p20,
clivent les protéines du cytosquelette par exenaplgui sont responsable notamment des

changements morphologiques observés au courspmmptase (Figure 27).

Pourtant le clivage des pro-caspases en caspasssutit pas automatiqguement a la mort de
la cellule. En effet, les protéines de la familessdAP (pour Inhibitor of Apoptosis Protein)
parmi lesquelles XIAP, la survivine (...) peuvent lie site catalytique des caspases et inhiber
leur action protéolytique. La régulation du nivediexpression de ces IAP ou de leur
localisation permet de moduler I'apoptose et regrtssun dernier rempart a la mort cellulaire
programmeée.

Les caspases mises en jeu peuvent varier seldnycuiéclenchement de la voie intrinséque

ou de la voie extrinseque.
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.3.2.2.4 Lavoie intrinseque ou mitochondriale

La voie intrinséquede I'apoptose est déclenchée a la suite divess intracellulaire et met

en jeu la mitochondrie. En effet, la mitochondré¢ @n organite indispensable a la production
d’énergie mais est également un acteur clé deptase (Figure 28).

Ainsi, a la suite d'un dommage a I’ADN (par exempley a activation de P53 qui déclenche
une cascade de signalisation faisant interveniamotent les protéines PUMA, NOXA et
BAX. Ces protéines engendrent plusieurs modificetionajeures dont ungiminution du
potentiel membranaire et une perméabilisation de la membrane externechuindriale.
Cette perméabilisation permet le relargage de gsetiprotéines solubles comme le
cytochrome cde l'espace inter-membranaire mitochondriale lecg/tosol. Le cytochrome ¢
qui peut alors se lier a la protéine APAF1 pounfer un complexe multiprotéique de haut
poids moléculaire : #poptosome La formation de I'apoptosome entraine le recrateimde

la pro-caspase 9 via le domaine d’interaction CARBPAF1. Cette dimerisation entraine
I'activation de la caspase 9 qui ensuite pourrav@ich son tour les caspases effectrices 3, 6 et
7 qui dégraderont les protéines cibles et déclenaheles phases morphologiquement
observables de I'apoptose (Kluck et al., 1997)nyat al., 1997).

.3.2.2.5 Lavoie extrinseque ou voie des récepteurs de mort

La voie extrinsequeest déclenchée a la suite d'siness extracellulaire qui va se traduire
par la liaison d’un ligand sur les récepteurs detrffagure 29).

Lesrécepteurs de mortsont des récepteurs transmembranaires ayant dguati@e domaines
riches en cystéine : CRD (Cystein Rich Domain) dangartie extracellulaire et un domaine
de mort: Death Domain (DD) impliqué dans la tramdithn du signal apoptotique en
intracellulaire. Il existe plusieurs types de réeeps de mort : les récepteurs FAS (CD95) qui
lient le FASLigand (FasL / CD95L) et les réceptediFR (Tumor Necrosis Factor
Receptor) qui lient le TNket les récepteurs DR3, 4, 5 et 6 qui peuvenfliRAIL (Schulze-
Osthoff et al., 1998). L’interaction ligand-récepteentraine la trimerisation du récepteur et
donc son activation. Une fois le récepteur actogdyi-ci va interagir via son domaine DD
avec FADD, via TRADD (pour TRAIL) ou directementogr Fas). FADD interagit avec la
pro-caspase 8 (Medema et al., 1997), (Muzio el886), par le biais de son domaine DED ;
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guant a TRADD (en cas d’activation du TNFR), illeea la pro-caspase 2 via les protéines
RIP et RAID : ce complexe multiprotéique est apdeIl8C pour Death Inducing Signalling
Complex(Kischkel et al.,, 1995). La formation du DISC engendre I'activation despzses 2

et 8(Salvesen and Dixit, 1999).

Deux mécanismes pro-apoptotiques peuvent alorglétlenchés. Dans les cellules de type |,
la caspase 8 active les caspases effectricest®.@ans les cellules de type Il, la caspase 8
activée n’est pas en quantité suffisante pour ectes caspases effectrices, elle va alors cliver
la protéine cytosolique BIDLi et al., 1998), en t-BID pour truncated Bid. t-BID se relocalise
alors a la membrane externe mitochondriale et piraitele déclenchement de la voie
intrinseque via une interaction avec BAX, l'actieait des caspases effectrices se fait alors
secondairement via la voie intrinséque et la caspPdBesagher et al.,, 1999), (Eskes et al.,
2000). Ce dernier mécanisme permet eégalement une acapiiin du signal pro-apoptotique

des récepteurs de mort (Figure 30).

.3.2.3 Apoptose et cancer

Lorsque des déreglements de ce processus survierglaraboutit a 'apparition de certaines
pathologies comme la maladie d’Alzheimer, de Padm la chorée de Huntington,
(augmentation de I'apoptos@juan and Yankner, 2000) ou des maladies auto-immunes et le

cancer (diminution de I'apoptos@ianahan and Weinberg, 2000).
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.4 PLAGL1 (pleiomorphic adenoma gene like 1)

4.1 Circonstances de la découverte de ZAC1/LOT1/PLAGL1

En 1997, Abdollahi identifie une nouvelle protéineOT1 (Lost on transformation 1). Dans
ce travail, il utilise des cellules ovariennes di (cellules ROSE) qui deviennent
spontanément tumorales sous l'effet d’'un stressxpiression génétique des cellules malignes
ainsi formées est comparée aux cellules ROSE dharigceci a permis de découvrir un géne
exprimé dans les ROSE initiales mais dont I'expogssest perdue dans les cellules

transforméesLotl (Abdollahi A et al., 1997).

La méme année, en recherchant les génes implicargs ld régulation de I'expression du
récepteur PAC1 au PACAP (pituitary adenylate cylastivating polypeptide), Spengletr
al., ont cloné un nouveau géne codant pour une proigipkguée dans le contrdle du cycle
cellulaire et 'apoptose, nommé&acl pour Zinc-finger gene involved in Apoptosis and
Cell-cycle control 1 gengSpengler et al., 1997) ; (Hoffmann et al., 1998). Le geneZacl
découvert lors de cette étude chez la souris code yn facteur de transcription qui possede
notammentsept motifs doigts de zincformant undomaine de liaison a 'ADN et un
domaine riche en proline, acide glutamique et ghine identifie comme un site potentiel

d’interaction protéine-protéine.

Zaclest I'orthologue murin deotl chez le rat. L’orthologue humain dacl/Lotlayant une
grande homologie de séquence avec les génes damilef PLAG pour pleiomorphic
adenoma geneP(AG1: PLeiomorphic Adenoma gene 1 L AGL2: PLeiomorphic
Adenoma Gene Like 2), a été nomRIEAGL1 pourPLeiomorphic Adenoma Gene Like 1
Spengleret al., ont pu mettre en évidence que PLAGL1 possédait acdeactéristiques
fonctionnelles proches de celles E83 (Spengler et al., 1997). En effet, tout comm&53
PLAGL1 est capable d'induire un arrét de la division d¢&ita ainsi que l'apoptose de

plusieurs lignées
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Figure 31 : comparaison des deux isoformes protéigs de PLAGLL1 par rapport aux exons de '’ARNm
(Poulin and Labelle, 2005)
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Figure 32 : représentation schématique de PLAGLL1: iiic finger region [(C2H2).7, linker région (linker);
Pro/GIn/Glu-riche région (PQE), et COOH terminaison (C-ter), Nucléotides (Nt)
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Figure 33 : mode d’action de PLAGL1 (ZAC) selon sorsite de fixation sur les promoteurs
(Hoffmann et al., 2003)
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cellulaires tumorales vitro. In vivo, il empéche la formation de tumeur chez les souris
« nude » xénogreffées.

Le geneTp53 étant jusqu'alors le seul connu a réunir ces detixités, PLAGL1 a donc été
pressenti comme un nouveau gene candidat dangneation de certains types de tumeurs

dans le cas ou il serait inactivé par mutation @l¢te.

4.2 Expression et caractéristiques de ZAC1/LOT1/PLAGL1

Contrairement Zaclde souris, exprimé exclusivement dans I'hypopletseertaines régions
cérébrales, et hotl chez le rat qui est essentiellement exprimé damérlis, les testicules,
les ovaires et le pancré@an Dyck et al.,, 2007) ; 'TARNm de PLAGL1est exprimé de fagon
ubiquitaire dans les tissus normaux comme la tat@oumon, le systeme lymphatique, le
placenta, le pancrég¥as et al., 1998), (Varrault et al, 1998), (Bilanges et al., 1999),
(Abdollahi et al., 1997).

Chez 'Homme, 'TARNm dePLAGL1 subit un épissage alternatif qui donne naissanBe a
isoformes d’ARNm. Ces isoformes d’ARNm une foisdtrdes permettent la formation de 2
protéines, I'une de 46kDa et l'autre de 51kDa (FégB1) (Bilanges et al.,, 2001). Ainsi

PLAGL1code pour un facteur de transcription a 7 doigtgidc de type C2H2 de 463 acides
aminés pour la forme longue et 406 pour la formarteg capable de se lier a un motif G4C4
de I'ADN (Figure 32, Figure 33). La protéine copeadante se lie a ’'ADN et a une activité

transcriptionnelldHoffmann et al., 2003).

En 2001, Bilangest al.,mettent en évidence et étudient ces deux isoforiisemontrent, par

de multiples expériences sur des lignées de cahcsein et des lignées épithéliales de rein,
gue les deux protéines ont la méme capacité amépta formation de colonies, mais un réle
différent dans l'induction de I'arrét du cycle eddlire et I'apoptose. En effet, la forme courte
de PLAGL1 est plus efficace pour induire l'arrét ccle cellulaire en GO/G1 tandis que la
forme longue est plus prompte a induire I'apoptaseforme courte de la protéine est délétée
des deux premiers motifs a doigt de zinc mais gotws une localisation nucléaire et les
mémes capacités de liaison a I’'ADN que la formglmnsuggérant que le domaine de liaison

a I’ADN se situerait dans les doigts de zinc 3(8ilanges et al., 2001).
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Bilangeset al.,montrent également une expression ubiquitaireededeux isoformes, mais un

ratio différent en fonction des individus et distisonsidéré.

4.3 Voies de signalisation impliquant ZAC1/LOT1/PLAGL1

En 1999, Cianet al., étudient le r6le de ZAC1 et P53 dans l'activatittnPAC1R ainsi que
leur effet sur I'apoptose et I'arrét du cycle cllite. Dans ce travail, ils montrent que l'effet
de PLAGLL1 et P53 surdpoptoseet lecycle cellulaire est dépendant du niveau d’expression
de ces deux protéines (qui conditionnent I'expmssie PAC1R). Ainsi une faible expression
de PLAGL1 et P53 induirait plutdt un arrét du cyalers qu'une expression forte induirait
I'apoptose(Ciani et al., 1999).

PLAGL1 et P53 ont des fonctions antiproliférativiees similaires, et leurs interactions
possibles ont été tres étudiées. Ainsi, en 200anHet al.,démontrent que P53 peut réguler
'expression deZacl et inversement, ZAC1 peut stimuler I'expressionTg®3 Dans cette
étude faite chez la souris, un plasmide rapposestiutilisé et contient 13 fois la séquence de
liaison de P53 en amont de la luciférase. La teantsin de ce plasmide, dans des cellules
HCT116, et d’'un plasmide codant pour ZAC1 entraine potentialisation de I'induction de
la luciférase en présence de P53 et ZAC1 par rappBb3 seul. Ceci montre que ZAC1 agit
comme un co-activateur pour p53. Des expérienceSSIE pull-down ont aussi permis de
mettre en évidence une interaction directe enti@ @%ZAC1 muringHuang et al.,, 2001).
L’action co-activatrice de ZAC1 vis-a-vis de P53galement été mise en évidence pour
linduction deP21"®" un géne cible de P§Bluang et al., 2001), (Liu et al., 2008).

D’autre part, des expériences de gene rapportédisant la luciférase en amont de laquelle le
promoteur tApaf-1 (un gene impliqué dans la formation de I'apoptos lors de la mise en
jeu de la voie intrinséque de I'apoptose) a été@é&lanontrent que ZAC1 agit comme un co-
activateur de P53 pour stimuler 'expressiofphf-1. De plus, le promoteur de Zacl contient
des séquences de liaison de P53, des expériencewksur gel ont donc été réalisées et ont
permis de montrer que P53 pouvait se lier au preartotleZacl (Huang et al., 2001),
(Rozenfeld-Granot et al., 2002).

PLAGL1 peut interagir avec P53 mais également &/&8 'hnomologue de P53 et ce pour
stimuler, avec P300 et PCAF, I'expression du gébke deTp53 P21 “P¥XP1 (ou Cdkn1a

(Anke and Dietmar, 2008).
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De facon tres intéressante, I'expression de PLAGRI/A est régulée négativement par
'Epidermal Growth Factor (EGF) suggérant qu’il pourrait étre impliqué dates

rétrocontréle de la prolifération cellulaire actvpar les mitogénd@bdollahi et al., 2003).

Dans les cellules hypophysaires tumorales, l'irtiahi de I'expression d®LAGL1 par les
siRNA augmente la prolifération et inversement, ctféotide (un analogue de Ila
somatostatine) inhibe leur prolifération en indaitskexpression dé°LAGL1via I'activation
de la GSK3 et ce, de fagcon P53 dépendafitkeodoropoulou et al., 2009). Enfin, ZAC1 en
coopération ou non avec P53 pourrait réguler I'egpion du géen®PARG (Barz et al,,
2006).

PLAGL1 régule différents génes soumis a I'emprejpaeentale commBsF2, H19 et DLK1

qui sont tous impliqués dans la tumorigenese es taméveloppement aux stades précoces
(Varrault et al., 2006). PLAGL1, P5%P2 (Cdkn1g et LIT1 (Kcnglot) forme un réseau de
genes soumis a I'empreinte parentale qui sont ptibbes de jouer un réle dans le syndrome
Beckwith-Wiedemann (Arima et al., 2005).

4.4 Localisation chromosomique de PLAGL1

De facon remarquable, PLAGL1 se situe sur le chsmm® 6024-g25, une région
frequemment délétée dans beaucoup de tumeurs et soupconnée de contengene
suppresseur de tumeur En effet, la perte d’hétérozygotie au niveau @R46025 est
rencontrée dans les cancers du sein et de I'ovigisernélanomes, les astrocytomes et les
carcinomes du rein (Bilanges et al., 1999), (Caseitzal., 2005), (Basyuk et al., 2005). De
méme, il a été récemment montré que le 6q étast eenanié dans les sarcomes et les
lymphomes B, puisque des délétions, mais aussi ameglifications du bras long du
chromosome 6 ont pu étre constatées dans ces ifvgatrapp et al., 1997), (Chibon et al.,
2004), (Simons et al., 2000). De nombreuses étadepu relier ces remaniements (surtout
les délétions) du 6qg avec une progression tuma@teue et une grande agressivité tumorale
(Miyakawa et al., 2000), (Acevedo et al., 2002)aifsen et al., 2002), (Healy et al., 1998). De
plus, une étude visant a rechercher des délétimmsnosomiques de la région du 6q dans du
tissu péri-tumoral de tumeurs épithéliales ovamsnra permis de mettre en évidence une
délétion du 6g24-27 dans les tumeurs mais égaleiams$ le tissu péri-tumoral laissant
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suggérer que cette délétion conduirait adee d’'un gene suppresseude tumeur impliqué
dans les phases précoces deitaorigenese(Tibiletti et al., 2001).

Aussi, les propriétés fonctionnelles de PLAGL1 etallocalisation chromosomique de son
gene en font un bon candidat pour étre le gene sumgsseur de tumeur de la région 6g24-
g25.

4.5 Dérégulation de I'expression de PLAGL1 dans diverses pathologies

.4.5.1 Expression de PLAGL1 dans les cancers

Des études effectuées par RT-PCR en temps rédP@Rssur microsatellites et Northern blot
sur des lignées cellulaires ou des échantillonnageseints de tumeurs (inférieurs a 30
échantillons), ont montré que parte ou la sous-expression deLAGL1 était observédans
une large proportion de tumeurs.

Des délétions de la région chromosomique contdeaggnePLAGL1ont été identifiées dans
de nombreux cancers comme le phéochromocytomemdhgioblastome capillaire, les
cancers du sein, de l'ovaire, du pancréas, ou endans les adénomes hypophysaires non
sécrétants (Bilanges et al., 1999), (Lemeta e2@0y7), (Lemeta et al., 2006).

A ce jour, les causes connues de cette sous-eipredsPLAGL1 sont laméthylation de
son promoteur et laperte d’hétérozygotie En revancheaucune mutationdePLAGL1n’a
encore été décritgAbdollahi et al., 1999), (Abdollahi et al., 2003), (Bilanges et al., 1999).
Tout ceci suggére un réle de PLAGL1 dans le déysopent tumoral.

Une étude publiée en 2005 par H. Poulin, montreglication de PLAGL1 dans le
chondrosarcome myxoide extrasquelettique (EMC) [{[RPand Labelle, 2005). Ce type de
tumeur est caractérisé par une translocation 2 ;qui donne naissance a une protéine de
fusion EWS/NORL1. Dans ce travail, les auteurs @rtsformé des chondrocytes primaires en
modéle d’EMC en faisant des clones stables exptitaaprotéine de fusion EWS/NORL1. lIs
ont ensuite comparé le niveau d’expression des ARIBsclones transformeés par rapport aux
cellules normales. Ceci a permis de mettre en Gemleine perte d’expression de PLAGL1
dans le clone exprimant EWS/NORL1, alors que 'ARNePLAGL1 est fortement exprimé
dans les chondrocytes normaux. Ceci laisse pengePHAGL1 a un rbéle prédominant dans

la transformation maligne des cellules a I'origites EMC(Poulin and Labelle, 2005).
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L’ensemble de ces études tend a démontrer un rolegroce dePLAGL1 dans I'étiologie

de certains cancers.

.4.5.2 Expression de PLAGL1 dans d’autres pathologies

L’expression dePLAGL1 a également été reliee a d’autres pathologies dgsetumeurs,
comme un retard de croissance et le TNDM (Trandieanatal Diabetes Mellitugyarrault
etal,, 2001), (Kamiya et al., 2000).

Le TNDM est une pathologie rare qui se caractgreseun retard de croissaniceuterg une
macroglossie, une hernie ombilicale, une déshytibataune hyperglycémie et une absence
de cétose due a un défaut de sécrétion d'insulieetraitement consiste en l'injection
réguliere d’insuline. Ce type de diabete se matdfeans les premiéres semaines de vie et
dure en général jusqu’a I'age de 18 mois, maisréelsutes temporaires peuvent survenir au
cours de l'adolescence. Les femmes atteintes deM Dt un plus fort risque de diabete
gestationnel que la normale.

Le TNDM est une pathologie liée a I'empreinte pgabn d’'un géne du chromosome 6
(Temple et al,, 1996), (Gardner et al., 1999). C’est en 2000 que I'un des principaux genes
responsables de cette pathologie a pu étre idenBILAGL1 (Arima et al., 2001), (Kamiya

et al.,, 2000). En effet, chez les patients atteintsTd#éDM, on peut noteune surexpression

de PLAGL1 pouvant expliquer les altérations du fonctionnemdat pancréas et de
I’hypophyse observés dans le TNDM. Dans ces degamas, il a été montré qirLAGL1
pouvait réguler I'expression du récepteur du PACipliqué dans la sécrétion de l'insuline
par PLAGL1 (Ma et al,, 2004). Cette surexpression peut étre due a umiglisomie du
chromosome 6, une duplication de l'allele paternebu une déméthylation de l'allele
maternel.

Une surexpression dBLAGL1 par hypométhylation de son promoteur a égalemént é
montrée dans le syndrome Beckwith-WiedemgBiiek et al., 2009).
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Figure 34 : inhibition de I'apoptose induite par PLAGL1 avec les inhibiteurs de caspases dans des okib

SKOVZ (cellules SKQV, issues de d’'une tumeur ovarine exprimant PLAGL1) d'aprés Kamikihara et

al., (Kamikihara et al., 2005)

Figure 35 : immunohistochimie, expression de PLAGLHans les cellules de Purkinje (A), un méningiome

(B), un GBM (C) et un astrocytome de bas grade (O)Lemeta et al., 2007)
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Figure 36 : implication de PLAGL1 dans la tumorigerése. Diminution de la survie de souris xenogréffées

avec des cellules 10A transfectées avec un plasmidge (pointillé) (Hide et al., 2009)
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4.6 Fonctions de la protéine ZAC1/LOT1/PLAGL1

Comme son homologue de souris, PLAGL1 humain pesséd r6le antiprolifératif en
induisant 'apoptose et I'arrét du cycle cellulaiin effet, chez la souris la perte d’expression
de PLAGL1 au cours du développement de la rétimiinune diminution de la mort
cellulaire et une augmentation de la prolifératefiulaire (Ma et al., 2007). Dans les cellules
humaines I'exprimant apres transfection, PLAGL1uibdun arrét de la prolifération et
'apoptose (Spengler et al,, 1997). En 2005, Kamikiharat al., montrent que I'apoptose
induite par PLAGL1 provoque une activation des aasp 3, 8 et 9 indiquant une possible
mise en jeu de laoie intrinseque et extrinseque de I'apoptos@Kamikihara et al., 2005) et
gue le déclenchement de cette voie de signalisastindépendante de P5&ar PLAGL1 est
capable d’induire I'apoptose méme dans les celldédgientes pour P53 (Figure 34).
Cependant, l'article de Leme®t al., paru en 2007 montre par immunohistochimie une
surexpression de PLAGL1 dans les GBM alors que PLA@'est pas exprimé dans les
astrocytomes de bas grade ; une expression de PLASSL retrouvée dans les cellules de
Purkinje et dans les méningiom@dsmeta et al., 2007). Les auteurs n’expliquent pas cette

surexpression dans les tumeurs cérébralégigure 35).

Mais, dans un article publié en 2009, Hieeal., montrent que le géen80OX11,qui est
exprimé au cours du développement dans les cellmésurseurs neuronales, induit la
différenciation neuronale et inhibe la prolifératioellulaire (Hide et al., 2009). SOX11lest
également capable de réprimer I'expressionPdAGLL Or, I'expression deSOX11est
perdue dans les glioblastomes multiformes (GBMjaénant une surexpression BeAGL1

De facon surprenante, les auteurs montrent quealgsnts qui surexprimeLAGL1ont une
survie plus courte que les patients n'exprimant pa#&GL1 Ces observations ont éte
confirmées par des étudesvivo chez la souris nude xénogreffée avec des celbdashes
cancéreuses neuronales exprimant ouPIoAGL1 (Figure 36). Dans cette étude, les auteurs
concluent qu€LAGL1,bien gu’initialement qualifié de tumeur suppresseourrait avoir un
réle difféerent selon le tissu dans lequel il s’ew@. lIs rappellent, a ce propos, eeAGL1
est exprimé dans de nombreuses structures cérebralactérisées par une prolifération
importante, comme les zones ventriculaires et seasriculaires qui présentent peu de
cellules apoptotiques (Spengler et al., 1997), €t et al., 2005), (Valente and Auladell,

2001).
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Dans ces atrticles, pour la premiére fois le réldPdAGL1 commesuppresseur de tumeur
estremis en causeet semble dépendre du tissu considéré, ailasis le cerveayPLAGL1

aurait plutét un réle @ncogéne

4.7 Régulation de I'expression de PLAGL1 par méthylation de son promoteur

Il est établit qud°’LAGL1est un géne soumid'ampreinte parentale. Comme cité plus haut
(paragraphe .1.3, page 77), I'empreinte parentateua mécanisme de régulation de
I'expression des génes qui repose sur aeglifications épigénétiquestelles que la
méthylation de 'ADN ou les modifications post-traductionnelles d’histones PLAGL1
subit une empreinte maternelle qui induit ex@ression monoallélique paternelleDans les
cellules saines, l'allele maternel BEAGL1est méthylé donc réprimé contrairement a l'alléle

paternel qui s'exprime.

Jusqu'a recemment, un seul promoteuPHAGL1 était connu, ce promoteur P1 contient un
flot CpG. La répression monoallélique & AGL1 dans les cellules saines se fait par
méthylation des 118 dinucléotides CpG que comptélae L'expression monoallélique de
PLAGL1a lieu dans la quasi-totalité des tissus humaieal, placenta, tissus feetaux...) mais
récemment une expression bialléligueRIAGL1 a été mise en évidence dans les cellules
sanguines. Ceci suggere I'existence d’'un deuxiemomteur.

Ainsi, en 2007, Valleleyet al., montrent I'existence d’'un deuxiéme promoteurRIAAGL1
appelé P2 qui, bien qu’ayant également un ilot O dinucléotides CpG, n’ai pas soumis a
'empreinte parental¢Valleley et al., 2007). Donc le promoteur P1 soumis a I'empreinte
permettrait 'expression des deux isoformes prosqPLAGL1 dans la quasi-totalité des
tissus humains alors que le promoteur P2 permietired expression bi-allélique des deux

isoformes de la protéine PLAGL1 dans les leucocytes
Ainsi, hormis dans les leucocytes, le promoteurde PLAGL1 est hémiméthylé dans les

cellules saines, mais son profil de méthylationadigtré dans certaines pathologies comme le

TNDM, le syndrome Beckwith-Weidemann et de nombreamxcergBliek et al., 2009).
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Gene Location CpG island size (bp) | No.CpG | % CpG | No. GpC | % GpC | % C+G | Obs/Exp CpG* | CpG/GpC ratio
SMAP1 6q12-q13 793 95 24.0 113 28.5 73.9 0.88 0.84
TTK 6q13-g21 419 39 18.6 44 21.0 63.2 0.94 0.89
RRAGD 6qg15-q16 1,469 169 23.0 177 24.1 74.1 0.85 0.95
MAP3K7 | 6916.1-q16.3 723 67 18.5 58 16.0 64.0 0.91 1.16
AlM1 6921 1,221 119 19.5 142 233 69.1 0.82 0.84
CCNC 6921 706 61 17.3 59 16.7 62.7 0.88 1.03
CDC40 60921 941 104 22.1 112 23.8 70.1 0.91 0.93
NR2E1 6921 4,868 328 135 465 19.1 60.6 0.74 0.71
REV3L 6921 1,952 224 23.0 255 26.1 70.1 0.94 0.88
PEX7 6021-922.2 810 91 225 97 24.0 68.6 0.96 0.94
KIAA1919 6922 524 51 19.5 67 25.6 67.9 0.85 0.76
MYB 6022-923 2,257 212 18.8 275 24.4 65.8 0.87 0.77
TBPL1 6022.1-922.3 1,534 116 15.1 119 155 60.6 0.83 0.97
PTPRK 6g22.2-23.1 1,968 173 17.6 207 21.0 65.5 0.82 0.84
MAP3K5 6022.33 1,69 187 22.1 236 27.9 70.5 0.90 0.79
TNFAIP3 6923 1,316 121 18.4 149 22.6 65.4 0.86 0.81
CTGF 6923.1 740 103 27.8 114 30.8 75.1 1.01 0.90
IL20RA 6q923.3 827 104 25.2 128 31.0 75.7 0.88 0.81
PEX3 6023-q24 474 47 19.8 54 22.8 64.8 0.95 0.87
TCF21 6q923-q24 579 51 17.6 69 23.8 68.0 0.76 0.74
PERP 6924 628 87 27.7 99 31.5 74.7 1.00 0.88
FUCA2 6924 554 55 19.9 69 24.9 68.8 0.84 0.80
GPR126 6924.1 870 91 20.9 113 26.0 72.2 0.80 0.81
AlG1 6q24.2 474 52 21.9 54 22.8 70.5 0.90 0.96
RAB32 6q924.3 945 106 22.4 127 26.9 73.7 0.83 0.83
SASH1 6q924.3 1,044 103 19.7 118 22.6 65.2 0.93 0.87
PLAGL1 | 6q24-q25 931 118 25.3 138 29.6 | 74.0 0.93 0.86
LATS1 6024-925.1 776 84 21.6 106 27.3 72.6 0.83 0.79
SYNE1 6925 662 74 22.4 90 27.2 74.3 0.82 0.82
AKAP12 60925.1 1,267 132 20.8 172 27.2 69.8 0.86 0.77
MTHFD1L 6925.1 1,365 173 253 206 30.2 76.2 0.87 0.84
RBM16 6025.1-925.3 1,217 140 23.0 162 26.6 73.0 0.86 0.86
CNKSR3 6q925.2 1,441 141 19.6 171 23.7 69.5 0.82 0.82
PNLDC1 6925.3 347 37 213 46 26.5 68.9 0.93 0.80
SOD2 6025.3 1,306 135 20.7 182 27.9 71.3 0.82 0.74
SYNJ2 6925.3 1,372 156 22.7 183 26.7 725 0.87 0.85
SYTL3 6925.3 603 73 24.2 83 27.5 74.5 0.87 0.88
ACAT2 6025.3-926 1,341 125 18.6 153 22.8 66.0 0.86 0.82
WTAP 6925-927 1,336 149 223 175 26.2 71.0 0.89 0.85
MAP3K4 6926 1,187 143 24.1 149 25.1 66.6 1.12 0.96
DACT2 6q27 814 91 22.4 114 28.0 71.0 0.90 0.80
PDCD2 6927 639 77 24.1 105 32.9 74.2 0.88 0.73
PHF10 6927 1,615 255 31.6 279 34.6 80.7 1.00 0.91

Tableau 3 : génes du 6qg ayant un flot CpG suscepkibd'étre méthylé(Tessema et al., 2008)
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Plusieurs cancers, tels que les cancers du seideoliovaire, sont caractérisés par une
hyperméthylation du promoteur de PLAGL1 due soit a une méthylation de I'allele paternel
(plus aucun allele ne s’exprime), soit a une pditétérozygotie (perte de l'alléle paternel)
(Bilanges et al., 1999).

Cettehyperméthylation du promoteur d®LAGL1provoque sperte d'expression ce qui a
pour conséquence uméminution de I'apoptose favorisant ainsi la prolifération cellulaire et
donc laprogression tumorale Ainsi, le traitement de plusieurs lignées celhgls & la 5-
azacytidine et/ou a la TSA permet de déméthylgrdéenoteur ddPLAGL1 et de réexprimer
son gene (Bilanges et al., 1999Kamikihara et al., 2005).

De plus,PLAGL1est localisé en 6g24-25 une région appartenantgraupe de génes soumis
a I'empreinte parentale. Or, il a été montré densahcer du poumon qu’une partie des genes
du 6g23-25 arborent un défaut de méthylation de peomoteur, suggérant umégulation
commune de tout ou partie de ce cluster de géngsr ailleurs régulés par la méthylation de
leur propre ilot CpG. De cette fagon, un deuxienveau de régulation de I'expression de
PLAGL1pourrait s'opérefTessema et al., 2008) (Tableau 3).

4.8 Conclusion

PLAGL1 est un géne découvert récemment qui présente xpression ubiquitaire chez
’Homme. La présence di#eux promoteurspermet son expression de fagon tissu-spécifique.
Ainsi, le promoteur P2 conditionne I'expressionRIeAGL1dans les leucocytes, alors que le
promoteur P1 permet I'expressioneAGL1dans les autres tissus de I'organisme.

Bien que la régulation de I'expression 8&AGL1 par méthylation de 'ADN ait été
largement étudiée, son mode d’action reste enceéfecider. Le gen®LAGL1code pour un
facteur de transcription a doigts de zinc décritidlement comme ursuppresseur de
tumeur puisqu’il est capable d’induire l'arrét daycle cellulaire et I'apoptose mais
plusieurs articles récents suggerentr@le oncogéniquede PLAGL1 dans certains tissus,
cérébraux notamment. La fonction EAGL1laisse supposer que ce gene ait un rble dans la
tumorigenése, mais a ce jour, peu d’études clisique eté effectuées et elles ne concernent

gu’un faible nombre d’échantillons.
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.5 Modele d’étude : les sarcomes des tissus mous

Les tissus mous relient, soutiennent et entoussnbiganes du corps humain. lls se trouvent
entre la peau et les organes internes. lls comprertifférents tissus tels que les muscles, les
tendons, les tissus adipeux et fibreux ainsi gaestauctures articulaires ou le tissu nerveux.
Lessarcomes des tissus moyS$TS) sont des tumeurs malignes se développaihd@end de
ces tissus de soutien.

Les STS sont des cancers trases, puisqu’ils représentent environ 0,5 a 1 % de tess
cancers diagnostiqués. En France, il y a envir@® Xduveaux cas par an.

Les sarcomes touchent légerement plus les homneekesiiemmes et les sujets de plus de 60
ans excepteé les rhabdomyosarcomes touchant pltisytiarement les enfants. Il n’existe pas
de dominance géographique ou ethnique. Les sarcaowsernent préférentiellement les
membres inférieurs (40 % des cas), les membresrisup® (15 % des cas), le tronc ou

abdomen (30 % des cas) et la téte et le cou dafs dés cas.

.5.1 Facteurs de risque

Des études ont montré que des expositions a ddd'atiénoxyacétique contenu dans des
herbicides, au chlorophénol utilisé dans la coret@m du bois ou a des hautes doses de
radiation (médicales ou accidentelles) augmentalentisque de développer un STS.
Certaines maladies génétiques peuvent, dans deaaseengendrer I'apparition de sarcomes,
c’est le cas pour la neurofiboromatose de type syledrome de Li-Fraumeni, le syndrome de
Gardner et le syndrome de Werner. Certaines imiestvirales peuvent également causer des
sarcomes, comme le virus Epstein-Barr (EBV) ou lel, Mmpliqués dans la survenue de

sarcomes de Kaposi.

.5.2 Récidive

Les sarcomes peuvent envahir les tissus et lesnesgaoisins en formant des tumeurs
secondaires (métastases). Le taux de survie demnfsatiéepend notamment de la taille de la
tumeur primaire et de la présence de métastasesfféinle pronostic de survie a 5 ans est de
80 %
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pour les tumeurs de 5 cm (grade T1) et tombe a 4@0&6 les tumeurs de plus de 15 cm
(grade T2). Mais le facteur pronostique le plusantgnt est le grade de différenciation, coté
de I & lll en fonction de :

e [lindex mitotique,

» la différenciation cellulaire,

* |a présence de nécrose.

D’autres facteurs sont également a prendre en @mpmme par exemple le grade
histologique, la qualité de I'exérese chirurgicdee,taille et la profondeur de la tumeur

primaire, la dissémination locorégionale de cefiulenorales.

Les STS récidivent localement dans 20 a 30 % deslLeataux de récidive locale dépend du
type d'exérese chirurgicale réalisée, avec un daurecidive de l'ordre de 40 a 100 % en cas
d'énucléation (ablation de la tumeur) et de 10 a%@n cas de compartimentectomie
(ablation du compartiment entier). Les métastasedenent le plus souvent dans les deux
ans qui suivent le diagnostic, mais certaines tumdonnent des métastases plus tardivement.
Ces métastases sont principalement pulmonairea D% des cas), mais celles-ci peuvent
également étre osseuses (5 %) ou dans les tissus (h0 %). Les métastases par voie
lymphatique sont rares et si une atteinte ganghoanrégionale (adénopathie) est observée

dans 5 % des cas, elle est habituellement tardive.

.5.3 Les types de sarcomes

Le STS est une tumeur maligne envahissant lesstissnjonctifs.Le nom de la tumeur
dépend du tissu conjonctif envahila classification d’Enzinger distingue 15 grougpe¢<$8
sous-groupes de STS. Les groupes sont différersiéfonction de la localisation de la
tumeur, de sa morphologie et de la ligne de difféiation des cellules tumorales. On
distingue alors ledeiomyosarcomesayant des caractéristiques musculaires lisses, les
liposarcomesprésentant une expression de protéines typiqueselkiles adipocytaires. Les

sarcomes ne présentant pas de ligne de différearcsdnt appelésarcomes indifférenciés
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Figure 37 : caryotype de LPS différencié avec desiomosomes en anneau, des chromosomes géants et des

associations de télomeérefSandberg, 2004)
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Figure 38 : caryotype de MFH caractérisé par une pgploidie d'aprés Soft Tissue Sarcomas: Lessons
from the Past, Challenges for the Future Presentedt the 90th Annual Meeting of the United States and

Canadian Academy of Pathology, Atlanta, March 6, 201. Sharon WWeiss M.D
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Parmi les sarcomes que nous avons étudiés, onglisti

* Le liposarcomequi apparait souvent en profondeur dans lesdtisslipeux. On le

trouve souvent dans la cuisse (au moins 50 %)jederte genou (creux poplité), a
l'aine, sur le fessier ou derriere la cavité abchahe (rétropéritoine 30 % des cas).
Rarement, on rapporte des cas de la bouche, drtd'ode la joue, du cou et des
membres supérieurs. Des travaux indiquent que katioo ou l'altération d'un géne
de la beta-catenine pourrait jouer un réle dan®daation et la progression de ce
sarcome. Ce type de sarcome est caractérisé paredsmmiements génomiques
importants. On peut ainsi noter la présence dencbsomes en anneau ou géant
(Figure 37). Au microscope, on distingue des liposiaes a forme :

— Différenciée (50 % des liposarcomes. Typiquemeriagegrade)

— Déedifférenciée (Typiquement de haut grade)

- Myxoide (Typiquement de grade intermédiaire)

— Pléomorphe (5 a 10 % des liposarcomes, typiquedeehtut grade).

e Le sarcome indifférencié (US) regroupe les myxofibrosarcomes et les
histiocytofiborome malin (MFH).

0 Le MFH est le plus communément diagnostiqué chepétients ageés de 50 a 70
ans (il représente 40 % des diagnostics). Il esk deis plus fréquent chez les
hommes que chez les femmes. Les enfants sont nardmechés. Cette tumeur
cancéreuse est riche en histiocytes et en fibr@damais les cellules d'origine de
ce sarcome ne sont pas clairement identifiees. Eel Meut apparaitre n'importe
ou dans le corps, mais il est plus fréquent dassniembres inférieurs, plus
particulierement dans la cuisse. D'autres locatisatfréquentes sont les membres
supérieurs et le rétropéritoine. Les MFH présentEntnombreux chromosomes
surnuméraires (Figure 38). Il existe quatre vadant
— Pléeomorphe (de haut grade),

— Myxoide (de haut grade),
— A cellules géantes (de bas grade),
- Inflammatoire (de bas grade).
Le terme MFH regroupe des sarcomes peu différenstié®sulte d’'un diagnostic

d’exclusion. Depuis quelques années, le développedenouvelles approches
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Figure 39: exemple de caryotype de LM ; A: LMS prostatique, caryotype de la tumeur primaire sans
remaniement majeur sauf le chromosome en anneau (@)aut), B: LMS rare avec un événement génétiqu
(translocation 18,20) (haut) et de multiples délétins (2, 4, 9, 11, 18, 22) (b¢; C : LMS présentant une

triploidie pour un grande nombre de chromosome voire une quadruploidi¢Sandberg, 2005)
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Figure 40: caryotype typique d'un GIST avec une délétion dehromosome 14 et du 1j(Sandberg and
Bridge, 2002)
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notamment la CGH array, a permis de reclasser@m@ % des MFH diagnostiqués

en liposarcomes indifférenci¢€hibon et al., 2003), (Chibon et al., 2002), (Coindre

et al., 2003).

o Le myxofibrosarcome représente 5 % des STS, plastfréquent chez les patients
de 50 & 70 ans. Il est principalement localisé desisnembres (80 %) est récidives
localement dans 40 % des cas, alors que 20 % desngsaprésentent des
meétastases. Les tumeurs sont caractérisées parrdsenpe de cellules

indifférenciées et par une grande proportion dadigaluronique.

Le Iéiomyosarcomeu LMS est une tumeur présentant une différenciatioisculaire
lisse qui apparait généralement dans l'utérus os Beppareil gastro-intestinal : 61 %
dans l'estomac, 29 % dans lintestin gréle et 1&bs le colon. Les cellules
composant ce type de tumeur ont généralement oplagine éosinophile organisé en
faisceaux, le noyau est allongé et parfois pluél@b souvent hyperchromatique. En
immunohistochimie, ces cellules expriment la desmiiactine musculaire lisse et la
h-caldesmone. Ce type de sarcomes est globalentientagressif que les autres
sarcomes (notamment les liposarcomes) mais ilexies différences au sein de ce
sous-type puisque les LMS du rétropéritoine sons gressifs que les LMS des
autres localisations. Les LMS peuvent présentesi@lus caryotypes différents
caractérisés par de multiples anomalies : chromesasurnuméraires, chromosomes
en anneaux, chromosomes tronqués de grand fragwaneésde bras entiers (Figure
39).

Gastro Intestinal Stromal TumoGIST, peut apparaitre nimporte ou dans 'épaiss

de la paroi du tube digestif. Il dérive des ceBuisterstitielles de Cajal qui sont les
cellules nerveuses musculaires impliquées darsglalation de la motilité intestinale.
Les sites de prédilection d'une tumeur primitivetd@stomac (55 %), le duodénum et
l'intestin gréle (30 %), lI'cesophage (5 %), le nect(b %), le colon (2 %). Les
métastases se développent souvent dans le foieenGamt, elles peuvent aussi
apparaitre occasionnellement dans l'abdomen etpdesnons. La diffusion aux
ganglions lymphatiques est rare. Longtemps, lesTGI® été regroupés dans le sous
groupe des leiomyosarcomes du tube digestif. Mai2@D3 et 2004, des études ont

montré une expression différentielle de certaimesémes permettant de distinguer les
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5.4

.5.4.1

GIST des LMS. En effet, les GIST expriment KIT eD®! tandis que les LMS
expriment la desmine et I'actine musculaire lissepm@sentent une différenciation
musculaire lisse observable en microscopie.

Les GIST sont (comme les liposarcomes) peu agsessifnparés aux LMS ou aux

sarcomes indifférenciés tels que les MFH.
La majorité des GIST survient suite & une mutaspgcifique du gene-Kit qui
conduit & son activation constitutive. Le géfie code pour un récepteur a activité

tyrosine kinase stimulant la prolifération et lavée cellulaire via les voies MAPK et
PI3K (Miettinen and Lasota, 2001).

Traitement :

La chirurgie :

La chirurgie reste le traitement incontournable 8&sS. Il existe plusieurs types d’exérese

donnant des taux de rechute variable.

L’exérese radiale ou extra-compartimentale consiste I'ablation de tout le
compartiment musculaire d’insertion tendineuse Xjpnale) a insertion tendineuse
(distale). Peu conservatrice, cette technique gifnertant le taux de récidive locale le

plus bas (5 % en moyenne).

L’exérese large doit enlever la tumeur et une ceudd tissu sain d’environ 2 cm,
cette méthode, parce qu’elle peut laisser des leslitumorales périphériques non
visibles macroscopiguement, augmente le risquéddive locale (15-30 %).

L’exérése marginale permet uniguement l'ablationlaleapsule tumorale, ce type
d’exérése est indiqué pour conserver des élémeastsilo-nerveux importants, mais le
taux de rechute est trés important (50-80 % locafgjn

La chirurgie est primordiale dans le traitement 88§ mais elle est désormais associée a

d’autres traitements plus généraux comme la chivérapie et/ou la radiothérapie.
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.5.4.2 La chimiothérapie

.5.4.2.1 Chimiothérapie adjuvante (apres chirurgie)

Ce type de traitement a pour objectif de dimingeridque de récidive locale en induisant la
mort des cellules tumorales restantes malgré lésechirurgicale de la tumeur principale.
Les principaux agents chimiothérapeutiques utils&ss ou associés sont : la doxorubicine
(anthracycline), l'ifosfamide, le déticéne et leclophosphamide (agents alkylants), la

vincristine (vinca-alcaloide).

.5.4.2.2 Chimiothérapie néo-adjuvante (avant chirurgie)

Les patients présentant un sarcome de 8 a 10 cmoms mais associé a un envahissement
des structures nerveuses, vasculaires, articulawessseuses et / ou a une inflammation
cutanée, sont de bons candidats a la chimiothéna@teadjuvante car elle permet une

diminution de la taille de la tumeur favorisant whérurgie conservatrice.

De nouvelles approches sont en cours d’essai effugion du membre isolé, qui permet la

délivrance d’agents chimiothérapeutiques type : Tatii-angiogénique) et Melphalan (agent

alkylant bifonctionnel) en intra-artériel du memlatteint. Ceci limite les effets indésirables

et diminue de 75 % l'indication d’amputation, suttdorsque cette perfusion locorégionale

est couplée a une Iégére hyperthermie (38-39°C).

Il y a également I'association d’'une chimiothéragli@ssique avec la thermothérapie c'est-a-
dire 'augmentation de la température du corpsyizsg¢2°C le temps de I'administration des

agents chimiothérapeutiques et une heure apres-aelCette élévation importante de la

température permettrait une meilleure pénétratintracellulaire des drogues utilisées

classiquement (en cours d’étude, coordonnée paplge sarcome de 'TEORTC).
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Ligand-binding domain

Exon 8: AML (cadon 419) —_ ] Regulation of dimerization

Exon @ (duplication 501-502); GIST =+

- Membrane
Exon 11: GIST, SinonasalNK/T —» Juxtamerbrane domain
cell lymphoma
15t Catalytic Domain {TK1)
Exon 13 (KB42E ): GIST -
Kinase Insert Cytoplasm

Exon 17 (usually codon 818) : GCT,
human mastocytosis, AML, - 2nd Catalytic Domain (TK2)
Sinonasal  MKJ/T cell iymphoma

Figure 41 : mutations de KIT associées a différentypes de cancers
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.5.4.3 La radiothérapie

Les STS sont en régle générale faiblement radiddessLa radiothérapie est donc toujours
associée, dans une thérapeutigue multidisciplindi@ radiothérapie est surtout post-
opératoire et permet d’obtenir un taux de récidomale, dans le cas d'une exérése large,

comparable a celui observé pour une chirurgie ladia compartimentale.

.5.4.4 Les thérapies ciblées

A ce jour, les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) sb les seuls sarcomes a
beneficier d’'une thérapie cibléecar, dans les autres types de sarcomes, peu, aGne,
cibles théarpeutiques ont été mises en évidencas Des GIST, on peut noter une
surexpression de KIT dans 85 % des cas et de PR@EBRs 20 % des cas. Les geKdéset
PDGFRA codent pour des récepteurs a activité tyrosine@ddninduisant des voies de
signalisation prolifératrices via l'activation déAPK et de la voie PI3K. 50 & 70 % des
GIST présentant une activation de KIT ont une niatle I'exon 11 du récepteur qui code
pour un domaine juxtamembranaire anti-dimerisatfgrmettant une régulation de la
dimerisation et donc de I'activation de KIT. 3 a%3des GIST ont une mutation de I'exon 9
du récepteur tyrosine kinase qui code pour un doenaktracellulaire (Figure 41).

Alors que ces tumeurs étaient résistantes aux dsogytotoxiques classiques et a la
radiothérapie, I'imatinib mesylate (Glivec™ ou S344) inhibiteur de Il'activité tyrosine
kinase et donc de KIT et PDGER a bouleversé le pronostic de ces patients aesc d
médianes de survie globale de 'ordre de 5 ans @andernieres études de phase Il publiées,
bien supérieure a celle obtenue avec des traitesnciEgsiques.

Mais cet inhibiteur de tyrosine kinase n’est effeajue chez les patients ayant une mutation
de I'exon 11. Limatinib donne un taux de réponsgportant : 50 % et beaucoup de

stabilisations parmi les patients ne présentantpagponse totalgieinrich et al., 2002).
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.5.5 Lagénétique des sarcomes

Le diagnostic et I'identification d'un type de samce parmi les 50 sous-groupes répertoriés
reposaient principalement sur des caractéristiquaphologiques et immunohistochimiques.
Mais au sein d’'un sous-type, une hétérogénéitérduoiogtic métastatique et évolutif, pouvait
étre observé. Depuis quelques années des eéquifesttde proposer une classification plus
fine en fonction des caractéristiques génétiquedwaeurs.
Ainsi, dans certains sarcomes, comme dans lesmmascd’Ewing ou les synovialosarcomes,
il a pu étre mis en évidence des translocationactérstiques, comme la translocation
t(11 ;22) dans les sarcomes d’Ewing. D’autres tygmsarcomes ne présentent peu ou pas de
translocation spécifique mais arborent profil génétique complexe c'est le cas des
leiomyosarcomes et des MRHelman and Meltzer, 2003).
Ainsi, trois profils géniques ont récemment pu @ie en évidence par des analyses de CGH
array regroupent la plupart des STS (Figure 42) :
* Un profil dit & amplification(s) qui présente unble@ nombre de remaniements et
concerne presque exclusivement les liposarcomeafeatédciés,
* Un profil comportant peu d’altérations (moins de 80 présentant des gains et des
pertes de bras de chromosomes ou de chromoson&s ent
» Un profil dit complexe qui comporte un nombre inpot d’altérations (de 30 a 85)
sur 'ensemble des chromosomes. Ce profil génomagieprincipalement retrouvé
pour les MFH et les LMS.

De plus certains remaniements plus ou moins spéei§i de sous-type de sarcomes ont pu
étre mis en évidence. Ainsi, 33 a 75 % des LMS sardctérisés par une perte de la région
10g23-25(El-Rifai et al., 1998), région associée a un mauvais pronodic et al., 2001) et
contenantPTEN (le deuxieme gene le plus muté dans les canceaiss d53. Mais
globalement le profil génomique est différent enction de la localisation de la tumeur
(Svarvar et al., 2006).

Les LMS et les MFH présentent une surexpressiorngdass impliqués dans la voie PI3K /
AKT (78 % des LMS et 90 % des MFH). Bien que lesHvBbient beaucoup plus
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Figure 43 : mode de sélection des génes de CINSARC
les profils d’expression ont été comparés par et tie Welch aprés regroupement des
tumeurs selon le nombre d’'altérations chromosonsiquer CGH array (gauche), le grade
selon FNCLCC (milieu), la signature CIN70 de Carferoite). Ensuite les genes ont été
sélectionnés d’'apres les voies de signalisatiors desquelles ils étaient impliqués (mitose,
réarrangement chromosomiqi€hibon et al., 2010)
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remaniés que les LMS. Les MFH sont aneuploidesietioe grande instabilité génomique,
avec de nombreux remaniements segmentaires (gaibpddp, 7q.., perte du 13q, 2p,
11qg...)(Larramendy et al., 1997), (Mairal et al., 1999).

.5.6 Signatures prédictives dans les sarcomes

.5.6.1 Exemple d’une signature transcriptomique : CINSARC

Une nouvelle signature prédictive de la survenuendgastase dans les sarcomes a été

découverte au laboratoire, par Frédéric ChibonteCsignature nommeée CINSARC pour

Complexity INdex in SARComas comporte 67 genes igugls dans deux processus

fondamentaux de la transformation maligne des lesllula mitose et les réarrangements

chromosomiques (Chibon et al., 2010).

Les profils génomiques établis a 'institut Bergbpiar CGH array ont permis de mettre en

evidence une corrélation entre le nombre d’alténatiet le grade histologique, mais le grade

n'est qu’'un des éléments a considérer dans la itiéfinde I'agressivité tumorale des

sarcomes. La signature CINSARC a été établie arairbles données de CGH array sur prés

de 200 sarcomes et les analyses transcriptomigadisées sur ces mémes tumeurs par puces

Affymetrix (Figure 43).

La sélection des génes de la signature s’estdait&rois criteres :

* Les genes différentiellement exprimés dans les tusnencluses dans I'étude apres

regroupement de ces tumeurs selon leurs profilerg&ues établis par CGH array
(deux groupes : moins de 20 et plus de 35 altérsitio

* Les genes différentiellement exprimés dans les tusiacluses dans I'étude selon les
grades définis par la FNCLCC (Fédération Natiomws Centres de Lutte Contre le

Cancer) deux groupes : grade 2 versus grade 3

* Les genes différentiellement exprimés dans les tuséncluses dans I'étude et
appartenant a la signature de 70 genes de Caitgratsre reliant I'instabilité
chromosomique et I'expression de certains genes plaisieurs types de cancer (sein,

poumon, lymphome, gliome..(Larter et al., 2006).
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Figure 44 : Kaplan-Meyer représentant la survie sas métastase dans deux séries de sarcomes selofaa :

signature CINSARC et b : le grade définit par la FNCLCC. (Chibon et al., 2010)

Les médaines de survie sont matérialisées paralesen pointillés

162



Ces trois niveaux d’'analyse ont permis de mettré&wedence, respectivement 86, 73 et 39
genes différentiellement exprimés. Une analysaidd de GO (Gene Ontology) a permis de
définir un nouveau filtre de sélection. En effégnt été retenus que les génes appartenant aux
voies de signalisation les plus représentées, airsd@ mitose et les réarrangements
chromosomiques, ceci a permis de réduire la sigmaéu 67 génes. Cette signature a
également été validée sur un deuxieme groupe a®rsaret sur d’autres types tumoraux
(tumeurs mammaires, lymphomes, GIST). La signa@iMSARC permet de discriminer les
tumeurs selon leur agressivité et leur capacit@&tastaser. Cette signature : a une meilleure
significativité que les signatures existantes déss GIST (Miettinen), est la premiere
signature pronostique découverte dans les STS, poaigant également étre appliquée dans
d’autres cancers comme les lymphomes ou les gitbizes (Figure 44). Le fait que la
signature CINSARC puisse étre appliquée a plusigpess de cancers d’origines tres variées,

montre I'importance de ces géenes dans I'oncogenese.

.5.6.2 Exemple d’une signature microRNA

En 1998 Subramaniagt al., publient dans Oncogene la mise en évidence d'igratsire
microRNA dans les sarcom¢Subramanian et al., 2008). Dans cette étude, ils comparent
les profils microRNA de 27 sarcomes appartenant #férents sous types
(rhabdomyosarcomes, Iéiomyosarcomes, GIST, syrasaatomes...) et deux échantillons de
tissus musculaires lisses sains et cing de tississutaires striés. Les profils microRNA ont
été établis par microarray et ont permis de maeadtreévidence une signature microRNA
spécifigue a chaque type de sarcome. En effetnleRNA 133a et b sont sous-exprimés
dans les GIST mais surexprimés dans les LMS, lesoRNA 15a, 15b et 16 sont sous-
exprimés dans les LMS lorsqu’ils sont comparésaures types de sarcomes, etc.

Ce travail a permis de montrer que les microRNA vaoent avoir un role dans la
tumorigenése des sarcomes car le profil d’exprasdm certains d’entre eux pouvait étre
associé aux types de sarcomes. Aimss microRNA pourraient étre utilisés comme

marqueurs diagnostiques mais aussi comme cibles th@eutiques dans les sarcomes
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.5.7 Conclusion

Les STS sont des tumeurs rares regroupant un gi@améire de sous-types. La classification
des sous-types de sarcomes est floue et reposeipptement sur des caractéristiques
histologiques, peu de marqueurs étiologiques orétpumis en évidence jusqu’a présent. Le
seul traitement réellement efficace pour les SB&erka chirurgie, puisque la chiomiothérapie
et la radiothérapie sont tres peu efficaces, aépiion des GIST, seuls sarcomes a pouvoir
bénéficier d’une thérapie ciblée. La majeure patéis études effectuée sur les STS tentent de
clarifier la classification des STS et de décougteés marqueurs diagnostiques et pronostiques

de ce type de cancer.
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Objectifs du travail
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Lessarcomes des tissus mouS$TS) représentent wgroupe hétérogéne de tumeurs rares
développées a partir des tissus de soutien. Etamtédla complexité de la classification et du
diagnostic des STS, la majeure partie des étudiestedes a ce jour recherchait des
marqueurs protéiques ou transcriptomiques perntettétablir un diagnostic certain. Peu
d’études ont été effectuées pour découvrir les gdnpligués dans lI'oncogenese des
sarcomes, sauf dans les GIST ou la surexpressitacttation constitutive de KIT a pu étre
mise en évidence. Etant donné la faible efficad#gé traitements actuels, la découverte de
genes impliqgués dans I'étiologie des sarcomesregnjeu important car cela permettrait de

définir de nouvelles cibles thérapeutiques en wudéaleloppement de thérapie ciblée.

Il est bien établit quPLAGL1 est un géne soumid’ampreinte parentale, qui code pour un
facteur de transcription a 7 doigts de zinc impdigdans l'arrét du cycle cellulaire et
'apoptose.PLAGL1 est exprimé au cours du développement embryonnzaie est sujet a
des modifications de I'expression dans plusieurshgdagies. Les modifications de
'expression dePLAGL1 sont dues a des altérations de I'empreinte pdecrgalement
appeléepimutations, qui conduisent soit a sa surexpression (TNDMn3ient Neonatal
Diabetes Mallitus) soit a sa sous expression (ecajcka déregulation de I'expression de
PLAGL1a essentiellement été étudiée dans les cancaigid®épithéliale ou PLAGL1 agit
comme un suppresseur de tumeur. Mais des étudesteécdans les tumeurs cérébrales
suggerent que PLAGLL1 pourrait agir comme un oncegen
PLAGL1lest un géne d’empreinte situé en 6q24-25,ragmn freiquemment remaniée dans
les STS
Par ailleurs, I'expression des génes d’empreints@svent modifiée dans les cancers et cette
catégorie de génes est souvent considérée commmatgsieurs préecoces de malignité. En
effet, on considere que les modifications épigéués seraient parmi les toutes premiéeres
altérations induisant le développement tumoral.
Le but de notre travail a donc été de déterminePLSAGL1 pouvait avoir un réle dans
'oncogenese des sarcomes et pouvait représergegible d’intérét dans ce type de tumeurs.
Pour cela, nous nous sommes proposes :

1) d’étudier I'expression dBLAGL1dans différents types de sarcomes,

2) de déterminer si cette expression était assoaiks dacteurs cliniques et pouvait avoir

une valeur diagnostique ou pronostique dans cettyperal,
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3) d’étudier la régulation transcriptionnelle et ptrsiascriptionnelle d@LAGL1dans les

sarcomes.

PLAGL1 étant régulé de facon physiologique paéthylation de son promoteur nous
avons, dans un premier temps, recherché si ce dgpmécanisme était impliqué dans la
régulation dePLAGL1 dans les STS. Pour cela nous avons mis au poitéctamique de
pyroséquencage, permettant une étude exhaustiv€ilate CpG de PLAGL1 dans les
sarcomes. Nous avons également recherché si ly/latéth dePLAGL1 pouvait étre reliée a
des facteurs cliniques et si le niveau de méthyratiu promoteur dBLAGL1pouvait étre un
nouvel outil diagnostique ou pronostique

Puis dans un deuxiéme temps, nous avons recherchigures mécanismes épigénétiques
pouvaient réguler I'expression d@LAGL1 Pour la premiére fois, nous avons étudié la
régulation de I'expression deLAGL1 par desmicroRNA. Puis nous avons regardé si ce

mode de régulation existait dans certains typesadsomes.

L’'implication de PLAGL1 n’ayant jamais été étudiée dans ce type tumoaais mvons donc
choisi d’étudierle profil génomique, transcriptomique et protéiquede PLAGL1 dans ce
type de cancer afin de caractériser tout ou pedsgemécanismes épigénétiques de régulation
de son expression : que se soitriathylation de son promoteurou la régulation par des
microRNA.
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Matériel et Méthodes
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.1 Culture cellulaire

Quatre lignées cellulaires de sarcomes, établiemstitut Curie ont été utilisées pour ce
travail :
» trois lignées issues de liposarcome : les lignéEsIM28, LPS78 et LPS80,

* une lignée de Iéiomyosarcome : la lignée MFH148.

Ces quatre lignées sont cultivées en milieu RPMitemant du GlutaMAX™ | (L-Alanyl-L-
Glutamine) supplémenté avec 10 % de SVF dans umesahere humide a 37°C et 5 % de
CO..

Une lignée cellulaire de cancer du col de l'utéries lignée Hela a également été utilisée.
Ces cellules proviennent d'un prélevement de medast effectué en 1951 sur Henrietta
Lacks. Cette lignée cellulaire est cultivée en DMEbhtenant du GlutaMAX™ |, 4,5 g/L de
D-glucose et 110 mg/l de pyruvate de sodium et 1de98VF, a 37°C en atmosphere humide
contenant 5 % de GO

Le milieu de culture des cellules est changé deiscdar semaine. Les cellules sont repiquées
par trypsinisation lorsque la confluence atteinta780 % c'est-a-dire deux fois par semaine
pour les cellules HelLa et MFH148, une fois par seenpour les cellules LPS78 et LPS80 et

une fois toutes des deux ou trois semaines powelagdes MFH128.

.2 Clonage

.2.1 Culture bactérienne

Toutes les souches bactériennes ont été cultiveéesileeu LB (Milieu de Luria et Bertani
modifié) : 1 % bactotryptone (Sigma) ; 0,5 % extde levure (Sigma); 1 % NaCl (Sigma) a
37°C (pour les souches TOP10F ou XL1-Gold) ou 3poOur la souche STBL2). En
fonction de I'étape d’amplification plasmidique ale clonage considérée, la culture
bactérienne est faite soit, en milieu liquide ddnd.B & température indiquée, sous agitation

pendant 16 heures dans un erlenmeyer d’'une cagacitéins 5 fois supérieure au volume
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de LB pour permettre une bonne oxygénation ; soitndieu solide sur du LB-Agar (milieu

LB classique + 1,5 % d’agar) a la température opltnale la souche bactérienne utilisée.

Ces milieux sont utilisés avec un antibiotique dcion : soit I'ampicilline (Sigma) a une
concentration finale de 100 pg/ml, soit la kanamg@ une concentration finale de 30 pg/ml.
Seules les bactéries ayant intégré un plasmidéequiconfere une résistance a I'antibiotique

pourront se développer sur ces milieux sélectifs.

.2.2 Souches bactériennes

Plusieurs souches bactériennes ont été utilisagsr@aliser les clonages et mutageneses :
« TOP10F : F'{laclg Tn1l0 (TetR)} mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15
AlacX74 recAl araD13@(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG. Cette beua

été utilisée dans les étapes de clonage.

* XL10-Gold : Tetr,A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1,
recAl, gyrA96, relAl, lac Hte, [F', proAB, laclda&115, TnlO(tetr) Amy Camr]a
(Stratagene). Cette souche a été utilisée danétéges d’amplification de vecteurs

issus de mutagenese dirigée.

 STBL2: F- mcrAA(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAllon gyrA96 thi supE@4Al
A- A(lac-proAB) (Invitrogen). Cette souche a été udiliglans les étapes de clonage de

séquences instables afin d’éviter les recombinaison

.2.3  Vecteurs plasmidiques

Plusieurs plasmides ont été utilisés au cours tle étude :
* pRK7-ZAC nous a été donné par Laurent Journot etiexat la séquence codante de la
forme longue de 'ADNc d€LAGL1humain placée sous le contréle d’un promoteur

fort (promoteur CMV pour CytoMegaloVirus) (Figurg}4
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pPpEGFP-C3 a été utilisé pour cloner la région 3'UIdPLAGL1en vue de 'étude sur
les microRNA et a également servi a mettre autgem conditions de transfections
dans les lignées étudiées. Ce plasmide conties€duence codante de la protéine
EGFP (Enhanced Green Fluorescente protein) socentedle du promoteur CMV et
un multisite de clonage en C-terminale de 'EGIeRrgpermettre la réalisation d’'une

protéine de fusion (Figure 46).

e PTRACER est un plasmide a double promoteur, le mmerpromoteur est un
promoteur CMV qui permet une forte expression duegde la GFP fusionné au gene
de résistance a la blasticidine (Figure 47). Leegéintérét est sous contrdle d'un
deuxieme promoteur fort: promoteur EF-1. Ce plasmpermet donc I'expression
simultanée mais indépendante de la GFP et de téipeod’intérét. Ce plasmide a été
utilisé en cytométrie pour étudier 'effet de I'egpsion de la protéine PLAGL1 sur
'apoptose et le cycle cellulaire en ne prenantempte que les cellules transfectées
(fluorescentes dans le vert) mais sans passern@piotéine de fusion qui pourrait
modifier I'action de PLAGL1. Ce plasmide a étéigélpour cloner la forme courte et
la forme longue d®LAGL1afin d’étudier séparément I'effet de ce deux iswies sur

le cycle cellulaire et 'apoptose.

.2.4 Clonage en TOPO TA : utilisation d’'IPTG, X gal

La technique de clonage Topo-TA (Invitrogen) est ométhode qui permet le clonage rapide
de produit de PCR avant le sous-clonage dans uwewed expression, tout en facilitant les
étapes ultérieures de sous-clonage (Figure 48).

Le vecteur de destination : pCR2.1 est ouvert etdseix extrémités 3’ sont liées chacune a
une topoisomérase | alors que les extrémités 5t sbtigatoirement constituées d'une

thymidine sortante.

La Taq polymérase utilisée lors de la PCR a uniigcterminale transférase indépendante
de la matrice. Cette enzyme ajoute une deoxyadémosn 3’ du produit PCR. La
topoisomérase issue du virus Vaccinia se lie ayptedtud’ADN en un site spécifique et clive

la liaison phosphodiester apres le site 5’CC{Shuman, 1991). L’énergie libérée est
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nom séquence L total | longueur | %GC | Tm logiciel | hairpin | dimer | Tm formule
clonage PLAGL1 rv CAATTATCT GAA TGC ATG ATG G 22 22 36 59,3C 29,5 1 55
clonage PLAGL1 fw GTT AAT CTT GTC TCT TCT CAC 21 21 38,1 58,3C 7,6 4,85 53,3
3'UTR PLAGL1 bamHIrv | C GGG ATC CTT GCA AGA TTT GAA AAG TTT ATT ATATG 36 28 33,3 50C 334 14,13 45
Xhol 3'UTR PLAGL1 Fw | CCG CTC GAG TAG TTG ATT TTT AAA GTG TAT TTT TCG 36 24 36,4 47C 32 10 42

Tableau 4 : amorces utilisées pour le clonage dehase codante de PLAGL1 (clon PLAGL1 rv2 fw2) et
de la région 3'UTR de PLAGL1 (UTR PLAGLL1 rv fw)
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conserveée par la formation d’'une liaison covalamtee I'extrémité 3’ phosphate formée et la
tyrosine 274 de la topoisomérase |. La ligationpdoduit PCR a ce vecteur linéarisé se fait
par complémentarité de bases entre les (A) du prédDR et les (T) du vecteur, ce qui
provogue la libération des topoisomérases. Leddmsertion du produit PCR se situe entre le
promoteur et la phase codante du geme Z codant pour I@-galactosidase.

Aprés transformation des bactéries avec les prodigtligation vecteur - PCR, les bactéries
sont étalées sur boites LB-Agar apres étalemehXdgal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galactopyranoside) et de IPTG (IsopropyD-1-thiogalactopyranoside) qui sont les deux
substrats de I@-galactosidase. Si le vecteur n'a pas intégré ¢elygt PCR alors il y aura
expression de I@-galactosidase et utilisation de I'X-gal et de I'tB;Tce qui conduit a la
production d’'un composé bleu (le 5,5'-dibromo-4ij¢hloro-indigo). En revanche, si le
vecteur a intégré le produit PCR, alors la distaemige le promoteur deac Z et sa phase
codante sont séparé par l'insert ce qui empécheréssion de la protéirgegalactosidase, il
n'y a donc pas de production de composé bleu. laraiion bleue ou non des colonies
obtenues permet de discriminer les clones ayargdit, la présence d’'un antibiotique permet
guant a elle de sélectionner les bactéries ay&yné le vecteur.

Le clonage en TOPO-TA a été utilisé lors du clondgéa phase codante BeAGL1dans les
différentes lignées cellulaires utilisées en vuesédgquencage et comme étape intérmédiaire
lors du clonage de la région 3'UTR en aval de I'EG#ans le plasmide pEGFP-C3. Les

amorces utilisées sont répertoriées dans le Taldleau

.2.5 Sous-clonage classique par PCR ou digestion

Le clonage d’'une séquence d’intérét dans un veai&xpression peut se faire de deux
fagons :

» par PCR : amplification du fragment d’intérét avintlonage

» par digestion : coupure du fragment d’intérét paestion enzymatique d’'un autre

vecteur qui contient la séquence a cloner.
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Concentration initialg  Concentration fingle volume

Matrice 75 ng/ul 75 ng/ul 1l

Tampon 10x 1x 5pul
MgSO4 50 mM 2 mM 2 ul

dNTPs 10 mM 200 pM 1l
Amorce SENS 10 uM 200 nM 1l
Amorce ANTISENS 10 uM 200 nM 1l

Taq Polymerase High fidelity ]

5 U/ul lunité 0.2 pl

(Invitrogen)

eau

Qsp 50 pul soit 38.8

=

Tableau 5: réactifs nécessaire a la réaction de PQfdur le clonage

182



Dans le cas d'un clonage par PCR, la séquenceetBinpeut étre amplifiée par PCR en
prenant des amorces spécifiques de la séquenagyelles nous rajoutons en 5’ de I'amorce
sens et en 3’ de 'amorce anti-sens, un site dpureuspécifique d’'une enzyme de restriction.
Les amorces sont choisies manuellement puis atlesanalysées sur le site IDT (Integrate

DNA technologies http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAyzeer/Default.aspk

Ce site permet de calculer la température théoridugbridation (en fonction du pourcentage
de GC/AT, de la longueur de I'amorce et de la cotregion en ions), la température de
formation d’hairpin (ou épingle a cheveux) c'esti@ la température a laquelle 'amorce peut
s’hybrider sur elle-méme (qui diminue l'efficacide la PCR par inhibition de I'hybridation
des amorces a la matrice) et I'énergie suffisantta dormation de dimere d’amorces
(diminuant également l'efficacité de la PCR). Lewmoaces sont donc choisies avec un
pourcentage en GC au moins égal a 50 %, une tetupgidihybridation théorique entre 55-
60°C et une température de formation d’hairpin rieife d’au moins 15°C avec la

température d’hybridation théorique.

La réaction de PCR se déroule de la facon suivamte incubation de 2 min a 94°C qui
permet d’activer la Taq polymérase (libération ‘daticorps empéchant son activation), puis
35 cycles des étapes suivantes : dénaturation AI2NI'30 sec a 94°C, hybridation des
amorces a la matrice 30 sec a une températurefigpéailu couple d’amorces utilisées et une
extension a 72°C pendant un temps équivalent anlpa kb. A la fin des 35 cycles une
extension de 5 min a 72°C est effectuée, puisddpt de PCR est conservé a 4°C (Tableau
5).

Avant la ligation du produit d’amplification dang lecteur de clonage, des étapes de

digestion enzymatique et purification des prodBi®R, sont nécessaires.

.2.6  Purification du produit PCR

Aprées avoir effectué la PCR, il est nécessaire Wdi@r le produit obtenu pour éliminer les
différents réactifs de la PCR (les sels, les ansmrisetampon de la PCR...) qui pourraient
inhiber la digestion enzymatique.
Pour cela une purification sur colonne est réabs&aide du kit Qiagen « Qiaquick
purification kit », selon les recommandations darifzant.
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.2.7 Digestion enzymatique

Une fois le produit de PCR purifié, 'amplicon etuecteur sont digérés par deux enzymes de
restriction aboutissant a la formation d’extrémit&hésives et compatibles. La digestion
enzymatique peut étre faite avec les deux enzynmesltanément si leurs tampons sont
compatibles, sinon consécutivement.

La totalité du produit PCR et 8 ug de vecteur sdigerés pendant une heure a une
température spécifique aux enzymes utilisées (@érgé37°C) dans un milieu réactionnel
composé d'un tampon spécifique aux enzymes, de &&Bim albumine bovine), d’eau et
des enzymes dont le volume ne doit pas dépasserdd Yolume total (les enzymes étant

conserveées dans du glyceérol, un volume trop importdniberait la digestion).

.2.8 Séparation et purification de fragments d’intérét

Apres digestion, le produit PCR est purifié a l&aidu kit Qiagen « Qiaquick purification
kit », selon les recommandations du fabricant. keteur est quant a lui purifié sur gel
d’agarose. La totalité du produit de digestionrest a migrer sur gel d’agarose 1 %. Puis, la
bande de gel contenant le vecteur clivé est déeospés UV. Le fragment de gel est ensuite
purifié sur colonne, aprés dissolution du gel a&6@ans un tampon adéquat, a I'aide du kit
Qiagen « Qiaquick gel extraction kit », selon lkesommandations du fabricant.

La purification de I'amplicon permet d’éliminer feagment de quelques bases coupées et les
réactifs de la digestion qui pourraient diminuexfflcacité de ligation. Le vecteur est purifié
pour éliminer le fragment de vecteur clivé et aégiter qu'il se religue au vecteur pendant
I'étape de ligation. Le vecteur linéarisé et ledarid PCR digéré sont ensuite utilisable pour la
ligation.

Dans le cas d'un sous-clonage par digestion, Findéja contenu dans un plasmide et le

vecteur de destination sont tous deux digérés mfigsusur gel comme décrit plus haut pour
le vecteur dans le cas du sous-clonage par PCR.
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Rapport
vecteur/insert 1 :(

Rapport
vecteur/insert 1 :2

Rapport
vecteur/insert 1 :§

Vecteur 100 ng 100 ng 100 ng
PCR 0 X ng X ng
Ligase buffer 1l 1l 1l
ligase 1l 1l 1l
Eau Qsp 10 ul Qsp 10 ul Qsp 10 ul
Volume total 10 pl 10 pl 10 pl

Tableau 6: descriptif des réactifs nécessaire a téaction de ligation
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.2.9 Ligation

L’insertion du fragment d’intérét dans un vectest eatalysée par la ligase du phage T4
(NEB) et requiert I'ajout d’ATP. Les ADN de I'ingeet du vecteur sont au préalable dosés au
Nanodrop. La stoechiométrie relative entre le fragradeinsérer et le vecteur est déterminante
pour la ligation. La pureté, la qualité du fragmdigéré purifié et du vecteur linéarisé sont

€galement a considérer ; on teste donc systématenieplusieurs rapports staechiométriques
entre le vecteur plasmidique linéarisé et I'ingért 1 ; 1: 2, 1 : 8). Parallelement, on réalise
un témoin de ligation : un témoin contenant unigeetdu vecteur linéarisé et de la ligase

(rapport 1 : 0). La ligation est effectuée penddghheures a 16°C (Tableau 6).

.2.10 Transformation bactérienne

Cette technique a été utilisée pour I'amplificatabes produits de clonages. En présence de
certains cations métalliques tels que le’MC&" et de certaines molécules organiques telles
gue le DMSO et le PEG, les parois et les membrhaet&riennes deviennent perméables par

la formation de pores autorisant la pénétratiohAI2N.

Lors de la transformation bactérienne, environ §0da plasmide sont ajoutés a 100 pl de
bactéries. Aprés avoir laissé sur glace 30 minchot thermique est réalisé pendant 40 sec a
42°C pour permettre I'incorporation du plasmide slées bactéries chimiocompétentes. Les
bactéries sont une nouvelle fois placées sur glacen avant I'ajout de 100 pl de LB sans
antibiotique. Les bactéries transformées sont mésesulture 1 h a 37°C sous agitation (225-
250 rpm). Puis elles sont étalées sur boites LBrAgatenant I'antibiotique de sélection, et
mises en culture une nuit a 37°C.

Ensuite, une colonie bactérienne individualiséepesievée et cultivée en milieu LB liquide

supplémenté avec I'antibiotique de sélection uniea87°C sous agitation (250-270 rpm).
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.2.11 Extraction plasmidique

.2.11.1 Minipreps avec kit promega

Les colonies obtenues suite a un clonage sontvéallien milieu LB liquide en vu d’'une

extraction plasmidique. Une digestion enzymatiqtié eu un séquencage permettront de
vérifier la présence de l'insert dans le vectetextraction plasmidigue de ces minipreps est
réalisée avec le kit Promega « Wizard Plus SV mapp » selon le protocole décrit et permet

d’extraire jusqu’a 5 ug d’ADN a partir de 4 ml ddtare bactérienne.

.2.11.2 Midipreps avec le kit Qiagen

Les midipreps d’ADN plasmidique sont réalisées aledit Qiagen «Qiafilter plasmid
purification kit » qui permettent d’obtenir entr@300 pg d’ADN a partir d’'une culture
bactérienne de 100 ml. Aprés avoir centrifugé 188 thl de culture bactérienne, le culot est
resuspendu dans un tampon adéquat. Les bacténexssuite lysées. Le lysat bactérien
(paroi, protéines, ARN, ADN plasmidique) est mig sue colonne pourvu d’une résine
échangeuse d’anions. L’ADN plasmidique est pupf lavages successifs avec des tampons
contenant de I'éthanol et par centrifugations. Pimir, 'ADN est élué dans 200 ul d’eau

(pour ne pas interférer avec les agents de tranwfiedype Exgen ou Lipofectamine).

.2.12 Vérification des clones obtenus par digestion enzymatique et/ou

séquencage

Une fois le plasmide d’intérét obtenu, la présedeelinsert est contrélée par digestion
enzymatique, clivant différenciellement le plasmgirirce et le plasmide final. Une fois la
digestion effectuée, un contréle sur gel d’agaresteréalisé. Aprés ce premier contrble, le
plasmide est séquenceé par la société Cogenicsvgoifier I'absence de mutation qui aurait

pu avoir lieu lors de la PCR.
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nom séquence L total | longueur | %GC | Tm logiciel | hairpin | dimer | Tm formule
utrzac mirl fw | GTCATAACCAACATCCAAAATGACGTATATAAGTGTTTGTCATATGG 47 47 34 69,3 46,4 7,82 64,3
utrzac mirl rv CCATATGACAAACACTTATATACGTCATTTTGGATGTTGGTTATGAC 47 47 34 69,3 47,5 7,82 64,3
utrzac mir2 fw | GTCTAGCTTAAACTACTACTCAAAAGTTCTTAAGTATTGTTTG 43 43 30,2 66,1 32,2 8,05 61,1
utrzac mir2rv. | CAAACAATACTTAAGAACTTTTGAGTAGTAGTTTAAGCTAGAC 43 43 30,2 66,1 31,7 8,05 61,1

Tableau 7 : amorces utilisées pour la mutagenésedsites de fixation des microRNA sur le 3'UTR de

PLAGL1

« Longueur » exprimée en nucléotides, « TM logisiedt « Hairpin » en degrés Celsius,

« dimer » en Kcal/mole

Quantité ou volume

ADN matrice

50-80 ng

Primers sens et antisens

125 ng pour chaque primer

dNTP 1l
Quick solution 3ul
Trampon de I'enzyme 10X | 5 pl

Pfu High fidelity polymerase 2

S U

eau

Qsp 50ul

Tableau 8 : mélange réactionnel utilisé pour la m#genese dirigée

Etape Temps Températufe
Activation de I'enzyme 3 minuteg 95°C
Dénaturation des brins d'ADN 60 secondes 95°C
hybridation des amorces sur 'ADN 60 secon¢es 56°(
) X 18 cycles
Elongation 1 minute/KQ 68°C
Elongation finale 7 minutes 68°C

Tableau 9 : étapes de la PCR servant pour la mutagése dirigée

PLAQUE 6 12 96
ADN (ug) 1 05 |01
EXGEN (ul) 8 45 (0,8
Volume des tubes (gsp NaCl en pl) | 50 28 |5
Volume total (tube 142 en pg) 100 56 | 10
Volume de milieu a remettre 1,5ml | 1ml | 100ul

Tableau 10 : volumes de réactifs nécessaire a latrsfection par Exgen de cellules en fonction du tgpde

plaques de culture utilisées
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.2.13 Mutagenese dirigée

La mutagenése dirigée par PCR est réalisée avkit Stratagene QuikChangdl XL (pfu

Ultra et XL10 Gold). Une PCR est réalisée sur kegfnent a modifier avec un couple
d’'oligonucléotides complémentaires, comprenant le les nucléotides a modifier. Les
oligonucléotides de mutagenése sont des 40-mecsuaveninimum de 10 bases s’appariant
strictement a la matrice de part et d’autre de tdaation et un Tm idéal supérieur a 78°C

(http://www.stratagene.com/QPCR/tmCalc.a¥px

Le protocole de mutagenése a di étre modifié ppunudtagenese des sites de fixation des
microRNA de la région 3'UTR clonées en aval de IHGdans le plasmide pEGFPC3 en
raison de la forte proportion de A et de T qui iisdit des recombinaisons. Les amorces
choisies sont répertoriées dans le tableau 7. LR €T réalisée en utilisant le plasmide natif
comme matrice. Les amorces choisies, qui sont depes des bases a déléter, permettent
I'élongation du plasmide selon un protocole détaibs les tableau 8 et Tableau 9. Une fois la
PCR effectuée, le plasmide natif (méthylé) est i@dmpar digestion enzymatique grace a
'enzyme Dpnl qui ne dégrade que '’ADN méthylé. $2la transformation bactérienne est
réalisée avec les plasmides néosynthétisés. Lacaéion de la mutation ou de la délétion se

fait par séquencage.

.3 Transfection

Les lignées de sarcomes ne sont pas d'utilisatiomante, c’est pourquoi il a fallu que nous
mettions au point la transfection de ces cellules.

Apres avoir testé plusieurs agents de transfections avons observé que les meilleurs taux
de transfection dans les lignées MFH148, LPS78P&80 étaient obtenus avec les agents de
transfections : Exgen 500 (Euromedex, pour leséighFH148 etLPS78) et Lipofectamine
(Invitrogen, pour la lignée LPS80).

Exgen 500 est un agent de transfection de typeepolienimine linéaire, il se comporte

comme une éponge a protons et induit la ruptureddssomes par gonflement osmotique,
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Plague pour| Surface parl Volume de milieu Volume de milieu Quantité Volume de
culture puit pour la culture pour les dilutions d’ADN lipofectamine
96 puits 0,3 cm? 100 pl 2x25pl 0,2 ug 0,5 pl
24 puits 2 cmz? 500 pl 2 x50 pl 0,8 ug 2,0 pl
12 puits 4 cm? 1ml 2 x100 pl 1,6 ug 4,0 pl
6 puits 10 cm? 2ml 2 x 250 pl 4,0 g 10 pl
60 mm 20 cmz 5 mi 2 x 500 pl 8,0 ug 20 pl

10 cm 60 cmz 15 ml 2x1,5ml 24 ug 60 pl

Tableau 11 : volumes de réactifs nécessaire a latrsfection par lipofectamine de cellules en fonctiodu

type de plaques de culture utilisées
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provoquant le largage rapide de I’ADN dans le cigsme tout en le protégeant des nucléases
cytoplasmiques.

La transfection se fait sur des cellules a 70 %ca®luence environ. Deux mélanges sont
préparés, I'un contenant le volume adéquat d’Exgtebautre contenant I'ADN, tous deux
dilués dans du NaCl a 150 mM. Le mélange contelfeagent de transfection est ajouté goutte
a goutte tout en vortexant dans le mélange conteBABN, puis incubé 10 min a
température ambiante pour permettre la formatio aemplexes Exgen/ADN. Le tout est
ensuite ajouté goutte a goutte sur les celluleésapvoir changé leur milieu de culture. Les
cellules sont ensuite incubées 24 h a 48 h a 375%&de CQ (Tableau 10).

La Lipofectamine est un agent de transfection ge typosome cationique, qui fournit une
bonne efficacité de transfection et un haut nividaxpression dans de nombreuses lignées.
La transfection se fait sur cellules a 90-95 % deflaence. Pour cet agent de transfection,
’ADN et la Lipofectamine sont dilués séparémentsiade I'OptiMEM sans sérum. Chaque
mix est incubé 5 min a température ambiante. Les deelanges sont réunis et incubés une
nouvelle fois 20 min a température ambiante. L¢ é3stiensuite ajouté goutte a goutte sur les
cellules apres avoir changé leur milieu de cultues. cellules sont ensuite incubées 24 h a 48
h & 37°C et 5 % de GQTableau 11).

.4 Quantification de l'expression d’ARNm et microRNA par

qRT-PCR

4.1 Extraction des ARN

.4.1.1 Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN totaux est effectuée a l'agtlekit « RNeasy minikit » de Qiagen, selon
les recommandations du fournisseur. Une quantiptompiée de cellules (en général 1%10
cellules) est lysée puis homogénéisée par pasepgeer(5-10 fois) du lysat au travers d’une
seringue et d’'une aiguille 20 G. Une fois le lysaimogéne, les ARN sont purifiés sur

colonne de silice par lavages successifs, puisdélags 40 ul d’eau exempte de RNase.
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Les ARN extraits sont conservés a -80°C.

4.1.2 Extraction des microRNA

Le kit utilisé pour extraire les ARN totaux ne petnpas de récupérer les petits ARN
inférieurs a 200 pb. Pour extraire les microRNAgdt donc nécessaire d’utiliser un kit
spécifique : « miRNeasy mini kit » de Qiagen.

Ce kit combine une lyse par phénol/guanidine etpurdication sur membrane de silice.

Les microRNA ainsi que tous les ARN sont extraitpaitir de 18 cellules. La lyse des
cellules et I'hnomogénéisation du lysat se faitéddé d’un tampon spécifique (QIAzol Lysis
Reagent) qui est une solution monophasique de pkéde guanidine thiocyanate qui facilite
la lyse, inhibe les RNases et sépare la majorittAdEN et des protéines cellulaires du lysat
par extraction organique. L’ajout de chloroformenpet la séparation du lysat en deux phases
apres centrifugation : la phase supérieure aqueastenant 'ARN et la phase inférieure
organique contient les protéines et 'ADN quantuade retrouve a linterface. La phase
agueuse est placée sur colonne de silice et les gdRNpurifiés par lavages et centrifugations
successifs. Pour finir tous les ARN, y compris fe&roRNA, sont élués dans de l'eau
exempte de RNase. Les ARN extraits sont conservé3°g.

4.2 Dosage des ARN totaux et des microRNA

Une lecture de l'absorbance a 260 nm au Nanodr@btéich) permet de déterminer la
guantité des ARN ; 1 DO (a 260 nm) = 44 migd’ARN. Le rapport des absorbances a
260/280 nm permet de connaitre la pureté des ARNatio doit étre compris entre 1,9 et 2,1
(ce qui signifie gu’il n’y a pas de contaminatioarles protéines). L'intégrité des ARN est
estimée par observation du profil de migration ABN sur gel d’agarose, ou I'on doit voir

clairement deux bandes correspondant aux ARN rinasa 28S et 18S, la bande du 28S

devant étre deux fois plus intense que celle du 18S
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5X VILO reaction mix 4 ul

10X SuperScript Enzyme mix 2 ul
ARN Xul
Eau sans RNase Qsp 20|ul

Tableau 12: préparation de la réaction de transcrifion inverse pour les ARNm

Total RNA prep

mRNA miRNAs & other
small noncoding RNAs

5 [A]n 3| 5 3'
Poly(A) tail added
&
(A), s
=
—_ 2
a5
<“--— --- W (Al 3 o
Ma DU g
Random Oligo-dT primer Universal 4
primer tag &
<DNA <DNA
mn D— mn —

Figure 49 : principe de la transcription inverse dg ARNm et des microRNA par le systéme miScript

Qiagen
miScript RT Buffer, 5x 4
1x miScript Reverse Transcriptase Mix — pll
ARN Xl
Eau sans RNase Qsp 20|ul

Tableau 13: préparation de la réaction de transcrigon inverse pour les microRNA
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4.3 Transcription inverse

.4.3.1 Rétro-transcription des ARNm

La rétro-transcription des ARN totaux se fait adé& du kit « SuperScript VILO cDNA

synthesis kit » d’Invitrogen selon les recommaraeidu fournisseur. La rétro-transcription
de 'ARN en ADNCc se fait par utilisation d’amorcakatoires, d'oligo (dT) et d’'une enzyme
a activitt ADN polymérase ARN dépendante : la SBpept reverse transcriptase Il qui
dérive de I'enzyme de méme activité M-MLV-RT (MonMurine Leukemia Virus Reverse

Transcriptase(Tableau 12

La réaction comporte 3 étapes : 10 min a 25°C|jesdi® la transcription inverse a proprement
parler a 42°C pendant une heure. Pour finir 'engyst inactivée 5 min a 85°C.

Les ADNCc sont conservés a -20°C. La retro-transionppeut étre faite sur une gamme de
100 ng a 2,5ug d’ARN totaux.

.4.3.2 Rétro-transcription des microRNA

La rétro-transcription des microRNA et des ARN totese fait a I'aide du kit « miScript

reverse transcriptase kit » de Qiagen et compdutaqurs étapes (Figure 49). Tout d’abord il
y a ajout d'une queue poly(A) sur tous les ARN (earmicroRNA ne sont pas polyadenylés),
cet ajout permet la synthese d’ADNc a partir d’aneorce oligo (dT) pour les ARNm et les
microRNA. Cette amorce oligo (dT) est fusionnéena atiquette qui servira lors de la qRT-
PCR. La synthese d’ADNc se fait aussi par élonga#tiopartir d’amorces aléatoires, qui

permettent la rétro-transcription des ARNm, etesigirands ARN (Tableau 13).

La réaction de transcription inverse est effecfpgadant une heure a 37°C puis I'enzyme est
inactivée a 95°C pendant 5 min.
Les ADNc sont ensuite conservés a -20°C. La retascription peut étre faite sur une

gamme de 100 ng a 1 ug d’ARN totaux.
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Température Température

Nom de I'amorce Séquence 5’-3’ Lonzueur | % en GC | d"hybridation théorigue réelle
PLAGLLgPCRFW | GCCTCA GTC ACC TCA AAA GC 20 53 62°C 557°C
PLAGLLgPCRRY | CTTAAC CTG TGG GGC AAA GA 20 S0 GOC R0
GAPDHPCRFPW | GAG TCA ACG GA™ TTG GTC GT 20 S0 GO°C LEC
GAPDHQPCRRY | TTGATT TTG GAG GGATCT CG 20 43 £3°C 55°C
RFact ne qPCRFW | GGACTT CGA GCA AGA GAT GG 20 55 G2°C 55°C
Bactineq?CRRY | AGCACT GTG TTG GCG TAC AG 20 55 G2°C 55°C

21 gPCRFW ATG AAATTC ACCCCCTTT CC 20 45 58 55°C

P21 gPCRRY CCCTAG CCT GTC CTCACT TC 20 G 64 55°C
PPARG qPCR FW | GCTGTG CAG GAG ATC ACA GA 20 55 Gz 55C
PPARG gPCR RV 5GG CTC CAT AAA GTC ACC AA 20 50 60 55C
AFAFZ gPCR =W TTCTGA TGC TTC GCA AAC AC 20 45 58 55°C
APAFL qPCRRY CTG GCAAATCTG CCTTC™ 7C 20 50 S16] 55°C

Tableau 14: récapitulatif des amorces utilisées pour les gR-PCR servant a quantifier les ARNn

198



4.4 PCR quantitative (qPCR)

La PCR en temps réel permet le suivi, cycle patecyde la production des amplicons, a
I'opposé de la PCR conventionnelle ou les amplicansont détectés que dans la phase finale
du processus d’amplification. Que ce soit pour ¢iianles ARNm ou les microRNA, les
gPCR ont été réalisées en utilisant du SYBR Greeonime agent fluorescent qui se fixe

dans le grand sillon de I'ADN double brin.

.4.4.1 Quantification des ARNm

Pour les expériences de quantification d’ARNm paRT4CR, les amorces
d’oligonucléotides ont été définies a I'aide duiteg) Primer 3 fttp://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3 www.cqi Elles ont été choisies de maniére a avoir uifle thenviron

20 pb, une température d’hybridation de 55°C, uargentage de GC de 50% et permettre
'amplification d’un produit de PCR de 200 pb evir Les séquences des amorces utilisées
sont rapportées dans le Tableau 14. Les oligontidésont été synthétisés par la société
Eurogentec. lIs sont recus en suspension dangale, Ia une concentration stock de U0

puis conservés a —20°C. La concentration utilisge fes qPCR est de 10M.

Afin de réaliser une quantification comparative desscrits, nous avons ajouté au milieu
réactionnel de PCR classique (Tag polymerase, MgINTPs, eau, amorces, tampon de
'enzyme) du SYBR Green | au 1/25000 et 10 ng d’ADN

L’'appareil de PCR quantitative en temps réel quasnotilisons est un Rotorgene 3000
(Corbett Life Science).

Pour chaque couple d’amorces utilisé, et afin dantfier les ARNm, une premiere PCR

classique est effectuée pour mettre au point leslitons de PCR (gamme de température
d’hybridation et gamme de concentration de MyaPuis les produits d'amplification sont

déposés sur un gel d’agarose a 2 %. Sur ce mém gehrqueur de taille : le Smart DNA

Ladder (Invitrogen) est déposé comme un marqueantgatif. Ce marqueur permet, apres
une coloration du gel par du BET, de déterminetaile des produits de PCR ainsi que la

guantité déposée sur le gel. Ainsi, la quantitémteduits de PCR pour chaque couple
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Etape Temps Températu
Activation de I'enzyme 15 minutep 95°C
Dénaturation des brins d'ADN 15 secondes 94°C
hybridation des amorces sur 'ADN 30 secongdes 55°(
Elongation 30 secondgs 70°C
Elongation finale 1 minute 70°C

Tableau 15: cycles de gPCR

Total RNA prep

N

miRNAs & other
small noncoding RNAs

&

—_—pp ——— :_ E
== —m,— = —m— g
< --— <--— =
Gene-specific primers miRNA-specific primer & ‘§

miScript Universal Primer

X 40 cycles

Figure 50 : principe des qRT-PCR réalisées sur ARNrmat microRNA grace au systéme miScript Qiagen
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d’amorce peut étre déterminée et les conditionmetant d’obtenir la plus grande quantité
de produits PCR et donc d’avoir un meilleur rendeimszront utilisées pour les qRT-PCR.
Une fois les PCR mises au point pour chaque codj@morces, les gPCR peuvent étre

réalisées.

Pour les expériences de qRT-PCR sur les ARNm, dewes de ménage (dont I'expression
est théoriquement constante quelque soit la ligneka tumeur considérée et quelque soit le
traitement effectué) ont été choisis: la GAPDH y@rAldéhyde 3 Phosphate
DeHydrogenase) et I@-actine (Tableau 15), la quantification a été s&ai sur 10 ng
d’ADNCc.

.4.4.2 Quantification des microRNA

Les gqPCR sur microRNA n'ont pas nécessité de mige paint car les amorces

commerciallisées par Qiagen étaient déja optimisées

Les gPCR sur microRNA ont été effectuées a l'aidekd « miSCRIPT Sybr Green » de
Qiagen selon les recommandations du fournisseguk&is0).
Pour chaque microRNA, Qiagen a développé une samlerce spécifique « miSCRIPT
primer assay » qui s’hybride en 5’ du microRNA miaid’amorce qui s’hybride en 3’ se lie a
I'étiquette universelle rajoutée en 3’ de tousAEN lors de la transcription inverse.
Les qRT-PCR ont été réalisées sur cing lignéesa(H@FH 128, MFH 148, LPS 78, LPS 80)
avec différentes amorces permettant d’amplifiernesroRNA : miR15a, miR15b, miR15b,
mMiR16, miR424. Les microRNA RNU1A et SnoRA73A oid €hoisis comme « microRNA
de ménage » d’'apres les recommandations de Qiagen.
Pour chaque amorce, la quantification du microRNIecdans une condition donnée est
réalisée en triplicat. Deux types de controles smgalement effectués : I'un en faisant la
gPCR sur I'ARN extrait qui n’a pas subi de trangtion inverse (réaction effectuée mais sans
ajout de I'enzyme ADN polymérase ARN dépendanta)rpmir s'il y a une contamination
par de 'ADN génomique et un contréle sans matpoer voir si les réactifs de qPCR et les
amorces ne sont pas contaminés. Les quantificationété réalisées sur 10 ng d’ADNCc.
Une fois les tubes préparés, ils sont placés dappdreil PCR Rotorgene 3000 (Corbett
Research). La réaction de PCR se déroule en piasi¢apes décrites dans le Tableau 15.
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Figure 52 : principe du Sybr Green |
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Pour vérifier le bon fonctionnement de la gRT-PGhSiaréalisée, on effectue une migration

éléctrophorétique sur gel d'agarose a 4 % des jisadiei PCR obtenus.

4.5 Electrophorese pour vérifier la présence d’'une bande unique

Selon la taille des fragments d’ADN a séparer, @h @st préparé a une concentration
d’agarose appropriée (ici 3 % car la taille des laoops est de 100 pb environ) dans du
tampon TAE 0,5 X (Tris-acétate 40 mM ; EDTA 1 mM 80). Le BET est ajouté a une
concentration finale de 10 pg/ml. La taille degfm@nts d’ADN séparés par électrophoréese
peut-étre déterminée par comparaison avec la pogie marqueurs de taille (NEB) soumis
simultanément a une électrophorése sur le mémelLyeDN est visualisé grace au BET

intercalé entre les bases de ’ADN sous excitatidh

4.6 Analyse des résultats obtenus

La PCR quantitative en temps réel permet de sddavopiantité de produit formé en fonction
du temps grace a un agent fluorescent spécifiqgseddebles brins. La fluorescence est
enregistrée a la fin de chaque cycle pour le gémtérEt et pour les génes de meénage
(GAPDH, B-actine pour les ARNm, RNU1A1 et snoRNA73a pourrfesroRNA). La qPCR
peut étre divisée en trois phases (Figure 51) :
* la phase 1 de « bruit de fond » pendant laquelfeitaescence acquise est inférieure
au seuil de détection,
» la phase 2 exponentielle durant laquelle la fluogase double a chaque cycle,
» la phase 3 de plateau qui correspond a une sthilisde la fluorescence et un arrét
de I'amplification.
L’augmentation du signal fluorescent due au SYBRedar | fixé est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons générésandt la réaction de PCR (Figure 52). En
évaluant la quantité de fluorescence émise a chaygle, il devient possible de suivre la
réaction de PCR durant le début de la phase exgielierau cours de laquelle la quantité
d’amplicons générés est en relation directe aveguémtité initiale d’ADNc d’intérét (donc
d’ARNm). Le concept du « cycle seuil » (Ct) estaablase d’'une quantification précise et
reproductible.
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128 + 5 CTL + zac
128 + 5 CTL + zac
128+ & CTL + zac
128 +siCTL - zac

X

Figure 53 : quantification de la fluorescence émisgar le Sybr Green | lors des gRT-PCR sur ARNm.

A : fluorescence en fonction du nombre de cycleasgra calculer le Ct ou « take off », B :
température de fusion de chaque échantillon ou lkemeC : conditions testées (lignée /
traitement / PCR sur échantillon ayant été ré@mosgcrit ou non / amorce utilisée)

A

A1 mfh128 + i CTL + mirl5a
A2 mfh128 + 5i CTL + mirl5a
A3 mfh128 + 5i CTL + mirl5a
A4 mfh128 + 5 CTL + mirl5a

Flomaroeos

i w5 m ™ L] s £ - uy

Figure 54 : quantification de la fluorescence émisgar le Sybr Green | lors des gRT-PCR sur microRNA
A : fluorescence en fonction du nombre de cycleaw®ra calculer le Ct ou « take off », B :

température de fusion de chaque échantillon ou lkemeC : conditions testées (lignée /
traitement / PCR sur échantillon ayant été rétmosdcrit ou non / amorce utilisée)
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Cette technique permet de déterminer le « Ct x thke off », le « melt » et I'amplification.
Le « Ct» pour Cycle threshold ou cycle seuil cgpmnd aux nombre de cycles a partir
duquel le produit de PCR est détectable; la vadeuil de fluorescence étant fixe pour tous
les échantillons. Le cycle seuil est inversemempertionnel a la quantité d’ADNc cible
présent dans I'échantillon avant la PCR. Un Ctqécorrespond a un échantillon contenant
beaucoup d'ADNCc cible, et un Ct tardif a un échiamticontenant peu d’ADNc d’intérét.

A la différence du Ct, le « take off », définitHembre de cycle a partir duquel la valeur seuil
de fluorescence est dépassée, mais cette valelireseuéterminée indépendamment pour
chaque échantillon.

Le « melt » ou température de fusion corresporaltarhpérature a laquelle 50 % de I'ADNc
est sous forme de simple brin. Cette mesure pedmegéterminer la spécificité du produit de
PCR formé (Figure 53, Figure 54).

Théoriquement, la quantité de produit formé estbtimia chaque cycle. L'amplification ou
I'efficacité de la PCR est donc de 2. Or, dansrktigue, I'amplification n’est que rarement
égale a 2, elle est admissible lorsqu'elle avoijiiel,8.
Un calcul décrit dans I'article de Pfaffl en 200drimet de faire une quantification relative du
niveau d’expression du géne d’intérét par rappaslie du gene de ménagfaffl, 2001).

ratio d'expression — E-[Act (echantillon)~Act (controle)]

Equation 1 : calcul de la différence d’expression’dn géne donné entre deux conditions, mesuré en qRT
PCR

Le ratio d’expression étant la différence d’expr@ssiu géne d’intérét entre la condition X et
la condition Y avec :
E = efficacité de la PCR

A Ct(échantillon) = Ct (echantillon condition X) — Ct (echantillon conditionY)

A Ct(controle) = Ct (controle condition X) — Ct (controle conditionY)
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Fournisseur et

anticorps Origine et spécificité o Dilution
référence
] ] Anticorps polyconaux de lapin reconnaissance larégd
Anti-zac (anticorps ) . Santa Cruz
o de PLAGL1 comprise entre les résidus 211 et 463 1/250
primaire) (H253)
(51kDa)
) ) Anticorps polyclonale de chévre reconnaissance l¢ )
Anti-lgG lapin ) Invitrogen
) ) fragment constant des IgG de lapin 1/400
(anticorps secondaire) (11008)

Couplé a I'Alexa 488 Dye

Tableau 16:Anticorps utilisés pour 'immunocytofluorescence
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La PCR permet en théorie de doubler la quantité&iNa de départ. Dans les faits, I'efficacité
est plutdt voisine de 1,8 mais pour les calculsaocepte I'approximation en calculant le
ration d’expression avec une efficacité de 2.
ratio d’expression — 2—[ACt (echantillon)—ACt (controle)]
Equation 2 : calcul de la différence d’expression’dn géne donné entre deux conditions, mesuré en qRT
PCR (la PCR ayant une efficacité de 2)

.5 Immunocytofluorescence

.5.1 Principe

L’immunocytofluorescence permet de localiser spgadment une protéine dans des
cellules en culture grace a l'utilisation d’antipsrprimaire dirigé contre la protéine d’'intérét.
Cet anticorps primaire sera lui-méme détecté geacm anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome. La localisation de la fluorescenceestiée en microscopie confocale sera donc

le reflet de la localisation de la protéine d’iéter

.5.2 Mise en pratique

La localisation intracellulaire du facteur de tremgtion PLAGL1 a été étudiée par
immunocytofluorescence sur les lignées HeLa, MFHAMIBH148, LPS78 et LPS80.
Les cellules cultivées sur les lamelles de vewat tavées au PBS (Phosphate Buffer Saline)
avant d'étre fixées au paraformaldéhyde (PFA) 4&idant 10 min. Aprés avoir effectué 3
lavages au PBS, les cellules sont traitées auwi@la’ammonium a 50 mM pendant 10 min
pour éteindre la fluorescence parasitaire due adé&hgdes contenus dans la PFA. Aprés
rincage au PBS, les cellules sont perméabilisémsr (permettre a I'anticorps de rentrer dans
les cellules) par une solution de PBS -Triton X200,2 %-NGS 5 % (Normal Goat Serum,
sérum normal de chevre) pendant 5 min. Les sitpécifgues sont bloqués en incubant les
cellules avec du PBS-NGS 5 % pendant 30 min. Léangis primaire dilué dans du PBS-NGS
5% est alors mis a incuber avec les cellules pandannuit a 4°C (Tableau 16).
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Apres incubation avec l'anticorps primaire, lesldek sont lavées 3 fois au PBS, puis
incubées avec I'anticorps secondaire dilué aua0i™ dans du PBS-NGS 5 % a température
ambiante pendant 1 h 30.

Apres un lavage, les noyaux sont marqués au H@®8B58 (agent intercalant de 'ADN) a 1
MM pendant 5 min a température ambiante. Les lasslbnt ensuite montées sur lame avec

du Fluoromount-G avant d’étre observées au micpmsconfocal.

.6 Immunohistochimie

.6.1 Principe

Cette technique permet de connaitre la localisasiobcellulaire et / ou tissulaire d’'une
protéine. L'immunohistochimie repose sur I'utiliget d’'un anticorps primaire dirigé contre
la protéine d’intérét et d’'un anticorps secondaliggé contre le fragment constant de
limmunoglobuline spécifique de la protéine étudi€et anticorps secondaire est couplé a
une peroxydase de Raifort. Cette enzyme réagibmnant un produit coloré lorsqu’on ajoute
comme substrat de la diaminobenzidine (DAB), dukelicet de l'eau oxygéneée.
L'immunohistochimie a été réalisée sur des coupetsdus inclus en paraffine apres fixation
en PFA ou en Bouin Hollande (paraformaldéhyde,eapidrique, acide acétique, acétate de

cuivre).

.6.2 Mise en pratique

Les immunohistochimies ont été réalisées sur uonaatie DAKO ou manuellement selon le

méme protocole et avec les mémes réactifs.

Les coupes de tissus inclus en paraffine sont défpe¥es dans trois bains successifs de
toluene pendant 5 min, puis réhydratées par passdges plusieurs bains d’éthanol au
pourcentage d’alcool décroissant pendant 3 minxdeis dans de I'éthanol absolu, un bain

dans de I'éthanol 90 %, un bain dans de I'éthafd¥erpuis un bain dans de I'éthanol 50 %).

Pour finir la réhydratation, les lames sont rinc&ésau 3 min.
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Apres avoir réhydraté les coupes de tissus, celldsivent subir un traitement permettant le
démasquage des sites antigéniques (masqués ptudion). Les lames sont donc chauffées a
95°C pendant 20 min dans un tampon sodium citrdt@ @M et a pH 8 (pour un marquage
nucléaire et pH 6 pour un marquage cytosoliqueés@igl). Les deux tampons ont été testés
pour I'anticorps anti-PLAGL1 et un meilleur marqeag été obtenu pour un démasquage en
tampon citrate pH 8. Apres chauffage, les lames Iaissées pendant 15 min dans le tampon
sodium citrate a température ambiante. Les coupesensuite rincées 3 min a I'eau pour
enlever le tampon de démasquage qui pourrait btdgeetapes suivantes.

Les coupes sont ensuite placées dans une chamimeehet une solution de blocage est
déposée sur les coupes (DAKO REAL Peroxidase BhgrlSolution). Ce tampon sert a
bloquer les sites aspécifiques sur lesquels ldsaaps pourraient se fixer et a inactiver les
peroxydases endogenes. Les lames sont ensuiteegino@s fois a I'eau puis au PBS-
Tween20 5 % pour permeéabiliser les membranes (DAK&3h Buffer 1X). Pour finir, les
coupes sont mises dans une chambre humide etbapsi primaire dilué dans un tampon de
dilution (DAKO) est déposé sur les coupes pourinnebation d’'une nuit a 4°C.

Une fois I'anticorps hybridé, les lames sont rircé®is fois 2 min au PBS-Tween20 5 %
pour éliminer I'excés d’anticorps. La détection knticorps primaire se fait par ajout
pendant 30 min & température ambiante d’un tampotenant a la fois I'anticorps secondaire
et la peroxydase (DAKO REAL EnVision Detection ®yst Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse).

Ce réactif est constitué d’'une chaine de dextranéaguelle un grand nombre de peroxydases
(HRP) et d’anticorps secondaires sont fixés, cepguimet une amplification importante du
signal. Les lames sont de nouveau rincées trossaoiPBS-Tween20 5 %, avant d’ajouter le
substrat des peroxydases pendant 5 min (DiAminoBerg kit EnVision DAKO). Avant de
monter les lames avec un milieu permettant la ggaen du marquage une contre

coloration des noyaux est effectuée a I’hématorylin
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Figure 56 : spectre d’émission et d’exitation deddforochromes utilisés en cytométrie de flux
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.7 Cytométrie

.7.1  Principe

La cytométrie en flux est une technique de mesuaitgtive et quantitative de plusieurs
signaux lumineux émis par des cellules. Les cdlele suspension sont aspirées et défilent les
unes a la suite des autres devant un laser a taéslay vitesse (50 a 30000 cellules par
seconde). L’excitation laser des cellules permetedeeillir plusieurs signaux optiques qui
peuvent étre de plusieurs origines : diffractioéfraction, fluorescence, réflexion et qui
permettent de connaitre différentes caractérissiquieysiques des cellules étudiées (Figure
55).

La lumiere diffusée dans I'axe de la lumiére inaigeest due a la diffraction du faisceau
incident provenant d’une photodiode sur la membgaasmique et renseigne sur la taille de
la cellule analysée, ce parametre est appelé F8CHooward angle SCatter.

Une autre partie de la lumiére émise par le faiséeaident est réfractée a 90°C lors de son
passage au travers de la membrane cellulaire. engitt de cette réfraction permet de
différencier les cellules selon leur granulosigyrlréfringence et le ratio noyau-cytosol. Ce
parametre est appelé : SSC pour Side angleSi¢titer.

Ces deux parametres sont utilisés pour caractéarsepopulation cellulaire ou différencier
un type cellulaire parmi une population complexe adlules en fonction de critéres

physiques.

L'utilisation principale de la cytométrie de flustel’analyse quantitative de la fluorescence

grace a une source d’excitation laser et a diftéréhres permettant de récupérer la lumiere

émise via un photomultiplicateur.

En effet, l'utilisation de molécules fluorescenpeEsmet de mesurer la survenue de différents
mécanismes cellulaires comme I'apoptose ou la pesipn dans le cycle cellulaire avec des
sondes comme le TMRM (Tetramethyl Rhodamine Me8igl® ou des agents intercalants

fluorescents comme l'iodure de Propidium, mais égant I'expression de protéines avec des
anticorps couplés a des fluorochromes...

Les mesures en SSC et FSC des cellules a analyseefent d’'individualiser la population

cellulaire d'intérét. La création d'un « gate »di@n sélectionnant la population cellulaire
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moyenne

parametre nombre pourcentage | moyenne de . médiane de
, marqueur e e géométrique de
mesuré d'événements | d'événements | fluorescence fluorescence
fluorescence
FL1-H (Log) All 19915 100.00 162.96 12.69 3.85
FL1-H (Log) M1 13988 70.24 3.99 3.32 2.97
FL1-H (Log) M2 5935 29.80 537.45 299.07 449.10

Tableau 17 : statistiques des parametres mesurésoyenne, médiane et moyenne géométrique de
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marquées au TMRM pour la mesure de I'apoptose)
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d’intérét) permet de mesurer la fluorescence émasees cellules de cette région et permet
donc d’éliminer les autres cellules, dans le cam ddchantillon complexe, ou les débris

cellulaires.

Trois canaux permettent d’acquérir le signal lumineFL1, FL2 et FL3 chacun ayant des
bandes passantes spécifiques : en FL1 on peutigineeda fluorescence émise entre 515 et
545 nm, en FL2 on peut mesurer la fluorescenceetanige 564 et 606 nm et 'acquisition en
FL3 permet de visualiser tout signal fluorescenitda longueur d’onde est supérieure a 630
nm. La mesure de la fluorescence de la GFP oued&HP sera mesurée en FL1 tandis que le
TMRM ou l'iodure de propidium seront mesurés en HoR en FL3) (Figure 56). Ces
expériences permettent de connaitre le pourcemtagellules fluorescentes, la moyenne de
fluorescence, la moyenne géomeétrique de fluorescencencore le nombre d’événements
fluorescents. Le parametre pris en compte dépendedpérience réalisée (mesure de
'apoptose, du cycle cellulaire...). Un exemple deseurs quantifiables est donné dans le
Tableau 17.

Les expériences de cytométrie ont été réaliséesrst’ACS Calibur (BD Biosciences) ayant
un module HTS (High Throughput Sampler) permetiartalyse de cellules cultivées en

plaque 96 puits.

.7.2 Mesure de I'apoptose

Le TMRM pour Tetramethyl Rhodamine Methylester este sonde potentiométrique
fluorescente (longueur d’onde d’absorption/émissi@49/573 nm). Cette sonde lipophile
cationique s’accumule dans la mitochondrie selgootentiel membranaire mitochondrial des
cellules vivantes. Lors de I'apoptose, il y a dépshtion de la membrane mitochondriale qui
entraine la libération du TMRM hors de la mitochnedLa sonde étant lipophile, lors de
'apoptose le TMRM est libéré hors de la celluleslcellules non apoptotiques seront donc

fluorescentes alors que les cellules apoptotigeess non fluorescentes (Figure 57).

Les cellules cultivées en plaque 6 puits (passageyeometre en tube) ou 96 puits (passage
au cytometre en plaque) sont incubées avec le TMEM nM) et du vérapamil (20 mM) qui
inhibe la sortie du TMRM par les pompes mitochoalés MDR (multidrugs resistant)
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pendant 30 min a 37°C. Le milieu est ensuite otestellules sont décollées a la trypsine
diluée au tiers dans du PBS 1X. Lorsque les callstnt détachées de leur support, on ajoute
une solution saline extracellulaire additionnée SMF 4 % pour bloquer I'action de la
trypsine. La fluorescence des cellules est ensmésurée par cytométrie de flux par
acquisition de la fluorescence en FL2 grace auwcielgCell Quest Pro (pour la mesure en
tube) ou Plate Manager (pour la mesure en plaqueu6). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de cellules apoptotiques pour une tondionnée.

.7.3  Mesure du cycle cellulaire

Apres avoir décollé les cellules a la trypsiney@d au tiers dans du PBS 1X), les cellules
sont centrifugées 5 min a 1000 rpm puis fixéesééhdinol 70% 2 h a 4°C. Une fois les

cellules fixées, une centrifugation est effectuéarpenlever I'éthanol et les cellules sont

resuspendues dans une de marquage contenant :dg&Ir'tiéon X100, 25 pg/ml de lodure de

Propidium (Sigma), 10 pg/ml de RNase, diluées danBBS 1X.

Les échantillons sont ensuite analysés au cytorpatracquisition de la fluorescence en FL2
ou FL3 a l'aide du logiciel Cell Quest Pro (Figi@).

.7.4 Immunofluorescence de PLAGL1 sur cellules en suspension pour une

analyse en cytométrie de flux

L'analyse d’'un marquage immunologique par cytoreéttie flux permet de quantifier
précisément I'expression d’'une protéine a la défiiee d’'une observation par microscopie de

fluorescence. Le principe est le méme que poumfiimofluorescence.

Le milieu de culture des cellules cultivées en p&ag4 puits est prélevé, puis deux ringcages
au PBS 1X sont réalisés. Les cellules sont endéitellées avec de la trypsine, puis fixées a
la PFA a une concentration finale de 2 %, et adissansférées en plaque 96 puits. Les étapes
suivantes se font donc sur cellules en suspensionsle protocole décrit pour
'immunocytofluorescence classique décrite danspdeagraphe .5.2 page 207, mais en

ajoutant des centrifugations apres chaque étafisaeéa
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Une fois 'immunofluorescence terminée, les ceBusent resuspendues dans du PBS 1X et
analysées au cytometre.

La fluorescence des cellules est lue en FL1 (amiceecondaire couplé a I'Alexa 488
Invitrogen). Une différence de la moyenne de flsoemce totale en FL1 est le reflet d’'une

différence d’expression de la protéine d’intérét.

.8 Western blot

.8.1 Principe

Le western blot, est une technique permettant tiecti la présence d’'une protéine donnée
dans un échantillon protéique totale, de connaiirgérifier la taille de cette protéine et d’en

mesurer les éventuelles variations d’expression.

.8.2 Extraction des protéines

La technique d’extraction permettant la meilleuétedtion de PLAGL1 en western blot s’est
avéree étre I'extraction par le froid ou « Ultimdteeze-thaw lysis for mamalian cells » qui
repose sur la lyse des cellules par congélatiooragation successive dans de l'azote
liquide. Les cellules sont cultivées en plaque @spu.e jour de I'extraction, le milieu de
culture est retiré puis 1 ml de PBS 1X froid esuég par puits, les cellules sont décollées par
grattage, puis transférées dans un tube Eppendarféire centrifugées 10 min a 1000 rpm.
Apres centrifugation, le surnageant est élimindest cellules sont resuspendues dans un
tampon de lyse (600 mM de KCI, 20 mM de tris HCI B8, 20% de glycerol) auquel on
ajoute des inhibiteurs de protéases (PMSF, leupepaiprotinine, EGTA, EDTA...). Le tube
contenant les cellules est ensuite plongé danstBapendant quelques secondes puis les
cellules sont conservées a température ambiantgu’gusdécongélation totale, aprés
homogénéisation au vortex. Le cycle congélatiorsdgélation est répété au moins trois fois.
Les cellules sont ensuite centrifugées de nouvéamih a 13000 rpm. Le surnageant est
récupéré, puis 1 unité de Benzonase (Merck, 250 )Ugst ajoutée pour digérer 'ADN
résiduel. La digestion est effectuée a températomeiante pendant 10 min. Les protéines sont

ensuite stockées a -80°C ou utilisées immédiatement
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Volume pour un ge

Eau 2.85 ml
Acrylamide/bisacrylamide 850 ul
Tris-HCI| 0.5M pH6.8 1,25 mi
SDS 20% 25 pl
APS 25 pl
Temed 5 ul

Tableau 18: composition du gel de concentration a%

Volume pour un ge

Eau 4,1 ml
Acrylamide/bisacrylamide 3,3ml
Tris-HCI 1.5M pH8.8 2.5 ml
SDS 20% 50 pl

APS 50 pl

Temed 5 ul

Tableau 19: composition du gel de migration a 10 %
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.8.3 Dosage des protéines

La concentration des échantillons protéiques estunée en utilisant le kit colorimétrique
BioRad qui permet un dosage protéique selon la @détlle Lowry. Basée sur la réaction du
biuret, elle utilise la réduction du &wen CU par les résidus tyrosine, tryptophane et cystéine
des protéines. L’ion Cuva ensuite réduire le réactif de Folin (une solutphénolique
contenant des composés de tungstene et de molybgenehange sa couleur du jaune au
bleu.

Les échantillons a doser, ainsi qu'une gamme étd®rSAB (Sérum Albumine Bovine)
(comprenant 9 points de 0 mg/ml a 5 mg/ml) sontit&® aux réactifs du kit et la densité
optique du produit de la réaction colorimétriqueragsurée a 750 nm sur un spectrometre en

plaque 96 puit®owerWaveX (Bio-Tek).

.8.4 Réalisation du western blot et anticorps utilisés

Une fois la concentration protéique des échansllomesurée, une quantité adéquate de
protéines est déposée sur un gel de polyacrylaméeturant pour étre soumis a une
éléctrophorese.

Le gel de migration des protéines est en fait ¢cugstle deux gels. Le premier gel représente
un tiers du gel de migration. Il est constitué dgel a 5 % d’acrylamide est permet la
concentration des protéines avant leur séparagtmm deur poids moléculaire dans le gel de
séparation (Tableau 18). Les deux tiers restamtstitoent le gel de séparation qui contient 10
% d’acrylamide (Tableau 19). Ce gel contenant d$ 3ih agent dénaturant, la migration des
protéines se fait selon leur poids moléculaireat selon leur charge ou leur conformation.
La migration des protéines est d’autant plus rapigeleur poids moléculaire est faible.

Les protéines, avant d’étre déposées sur gel dloiges dans un tampon de charge contenant
du bleu de bromophénol (colorant), du SDS etpdmercaptoéthanol qui permettent de
dénaturer les protéines. En plus des échantillomiigues, un marqueur de taille « Precision
Plus Protein » (Biorad) a également été déposgeduce qui permet de connaitre la taille des
protéines que I'on souhaite visualiser, mais égatdrde suivre I'avancé de la migration et de
vérifier la qualité du transfert. La migration dedraits déposés sur gel de polyacrylamide est
réalisée pendant 15 min a 80 V pour permettre ta@atration des protéines dans le gel de
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Figure 60: représentation schématique du principe € transfert iBlot

) . o Fournisseur Dilution
anticorps Origine et spécificité . L
(référence) utilisée
Anticorps polyconaux de lapin reconnaissant deux
Anti-ZAC épitopes de la région c-terminale de la protéina@IL1 Euromedex 1/500
humaine
Anti- Anticorps polyclonaux de lapin reconnaissant leistr Cell signnaling 1/1000
caspase 3 fragments de la caspase 3 (35, 19 et 17kDa) technology (#9665)
Antic- Anticorps polyclonaux de lapin reconnaissant lestr
Abcam (#ab1934) 1/500
caspase 7 fragments de la caspase 3 (35, 19kDa)
o Anticorps polyclonaux de lapin reconnaissant liaeti )
Anti-actine ) Sigma (A2066) 1/5000
humaine (42kDa)
Anti-IgG Anticorps polyclonaux d’ane reconnaissant le fragime GE Healthcare 1/5000
lapin constant des IgG de lapin (NA934)

Tableau 20 : liste des anticorps utilisés pour lesxpériences de Western blot
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concentration et pendant 60-90 min a 120 V poumpére la séparation des protéines selon
leur poids moléculaire, dans un tampon Laemmli eoamt du Tris pH 8,3 25 mM, de la
glycine a 250 mM et 0,1 % de SDS. Une fois la migraachevée, les protéines du gel sont
transférées sur une membrane de PVDF au moyemgaleil « iBlot Device with Blotting
Roller » (Invitrogen), dont le principe est rappstlé la Figure 60. Le transfert est réalisé en 7
min a 20 V. La membrane de PVDF contenant donpre®ines est ensuite saturée pendant 2
heures sous agitation dans une solution de PBS+2@e& 0,1 % + lait & 5 % pour inhiber la
fixation de I'anticorps primaire sur des sites asigues (liste des anticorps utilisés : Tableau
20). Ensuite, la membrane est hybridée avec I'argi primaire dans une solution de PBS-
Tween20 a 0,1 % + lait a 2,5 % pendant une nutCasbus agitation.

Une fois I'hybridation effectuée, la membrane as€k 3 fois 5 min dans du PBS-Tween20 a
0,1 % + lait a 5 % puis 3 fois 5 min avec PBS-Tvaie@a 0,1 % pour éliminer I'excés
d’anticorps et les immunoglobulines fixées de fagspécifique.

Aprés ces lavages la membrane est hybridée peddhnB0 a température ambiante, sous
agitation avec I'anticorps secondaire couplé dekmypydase dilué au 1/100096dans du PBS-
Tween20 a 0,1 % + lait a 2,5 %. L'excés d’anticagpséliminé par un lavage de 5 min avec
du PBS-Tween20 a 0,1 % - lait & 2,5 % puis 3 lasalge5 min avec PBS-Tween 0,1 % et un
dernier lavage dans du PBS. Pour finir la membesténcubée 5 min avec un substrat de la
peroxydase (kit ECLplus Invitrogen). La révélatest réalisée grace a I'appareil Fusion FX7

(Fisher) qui détecte, par une caméra CCD, la lueréemnise par chimiluminescence.

.9 Analyse de la méthylation du promoteur de PLAGL1

De précédentes études ont montré une perte d'eipnese PLAGL1 dans de nombreux
cancers due a une altération du profil de métlopatiu promoteur d®LAGLL Plusieurs
techniques permettent d’étudier le statut de méttoyi de I’'ADN (

Tableau 21). Le promoteur dd_AGL1 est constitué de 118 dinucléotides CpG ; a chacun
correspond un degré de méthylation.

Etant donnée le nombre de CpG dans le promote®Lé&L 1 la longueur de Ilot CpG et

le nombre d’échantillons que nous souhaitions étudune centaine de sarcomes), la
technique la plus appropriée pour étudier la métioyh de chaque CpG du promoteur de

PLAGLlest le pyroséquencage.
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Technique Traitemént des DNA Longueurs en CpGs Haut o-lébit
échantillons amount pb analysés possible
MassARRAY Bisulfite conversion 250 hg 200-600 >30 Possible
MethyLight Bisulfite conversion 250 fig 50-150 1-12% Yes
QAMA Bisulfite conversion 250 rig 50-150 1-4 Yes
ERMA Bisulfite conversion 250 g 100-250 30 Yes
HeavyMethyl Bisulfite conversion 30 pg 50-200 3210 Yes
QBSUPT Bisulfite conversion 10 ng 22-75 1-10 Yes
MS-SNuPE Bisulfite conversion 250%g N/A 1 Yes
MethylQuant Bisulfite conversion 250g 100-200 2-3 Yes
Quantitative PCR sequencihg Bisulfite conversion 250 fig 100-670 NR Yes
Oligonucleotide-based
microarray Bisulfite conversion 250'hg N/A N/A Yes
HPLC Total hydrolysis <lg N/A N/A Yes
DMH Enzyme digestion >300 ng N/A upto 12,000 Yes
RLGS Enzyme digestion >ig N/A >2,000 No
BAC arrays irlrf;zuynrggriigigig(t)ig/n >400 ng N/A Variable Yes

Tableau 21: techniques d'analyses de méthylation dADN (d’'apres (Brena et al., 2006) )

CpGs cytosine—phosphate—guanine, QAMA quantitatwvelysis of methylated alleles,
ERMA enzymatic regional methylation assay, QBSURIarjitative bisulfite sequencing
using the pyrosequencing technology, MS-SNUPE ntetibp-sensitive single-nucleotide
primer extension, PCR polymerase chain reaction,LGiPhigh-performance liquid
chromatography, DMH differential methylation hybzation, RLGS restriction landmark
genomic scanning, BAC bacterial artificial chrome®g NR not reported, N/A not applicable

a- Le traitement au bisulfite peut étre réalisé avew wuantité variable d’ADN

génomique (1 ng-2 pg).
b- Il'utilisation de multiple primers permet d’augmenke nombre de CpG analysable par

amplicon
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9.1 Principe général de I’étude

Le pyroséquencage utilise une technologie de séqgendirect dans laquelle les nucléotides
sont ajoutés consécutivement. Cette technique eagidla fois qualitative et quantitative,
permet d'étudier le pourcentage de méthylationdaee CpG et cela sur 96 échantillons
simultanément.

Cependant, il existe des limites notamment lagtalts fragments analysables qui ne doit pas
dépasser en moyenne 60-120 nucléotides.

L’analyse de la méthylation de '’'ADN se dérouleptusieurs étapes : tout d’abord I’ADN des
cellules ou des tumeurs est extrait, puis il estvedi par bisulfite de sodium avant d’étre

amplifié par PCR et séquencé par pyroséquencage.

9.2 Extraction d’ADN génomique a partir de lignées

Les ADN des 4 lignées de sarcomes et des tumeyratimts sont extraits avec le kit Qiagen
« DNeasy Blood and Tissues kit » selon les recondatgoms du fournisseur. Une quantité
appropriée de cellules (en général ¢éllules) ou de tissus frais ou congelé (25 my)ysge

grace a de la protéinase K puis 'ADN contenu denkysat est purifié sur une colonne de

silice par lavages et centrifugations successifis @lué avec 200 ul de tampon d’élution.

9.3 Dosage

Une fois les ADN extraits, ceux-ci sont dosés aanddizop (Labtech) a 260 nm. 1 DO (a 260
nm) = 50 ng/ul pour 'ADN double brin.

Une lecture de I'absorbance a 280 nm et 230 nm gteds déterminer la pureté de 'ADN ;

en effet le rapport de DO 260 nm / 280 nm est ntameant compris entre 1,8 et 2,0. Un
rapport plus élevé indique une contamination par ABN ; un rapport plus faible indique

une contamination par les protéines (280 nm). s,de rapport 260 nm / 230 nm permet
d’estimer si les sels utilisés pour la précipitatae '’ADN ont bien été éliminés ; ce rapport

doit étre supérieur a 1,7.
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Figure 61 : principe du traitement au bisulfite desodium

Etapes Temps Température
Dénaturation 5 min 99°C
Incubation 25 min 60°C
Dénaturation 5 min 99°C
Dénaturation 5 min 99°C
Incubation 85 min 60°C
Incubation 175 min 60°C
Conservation 15-18h 20°C

Tableau 22 : étapes du traitement de '’'ADN au bistite de sodium
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9.4 Traitement au bisulfite de sodium

.9.4.1 Principe

Le traitement au bisulfite de sodium de I'ADN emteala désamination des cytosines non
meéthylées en uraciles. La conversion d'une cytosiigghylée en uracile s'effectue en
plusieurs étapes résumées sur la Figure 61 :
« Sulfonation de la cytosine (1 sur le schéma) : résence d'acide sulfamique (H50
le groupement SBse fixe sur un carbone de la cytosine.
» Désamination de la cytosine (2 sur le schéma) présence d'une molécule d'eau
(H20), il y a libération d'un groupement NH

« Désulfonation (3 sur le schéma) : perte du groupe18€* en présence d'ion OH

Ainsi, aprés ce traitement, on obtient une sequei®BN modifiée dans laquelle seules les
cytosines meéthylées persistent alors que les cyssnon méthylées ont été converties en
uraciles. Cette technique permet de transformer inf@mation épigénétique difficile a

analyser en une information de type polymorphisméake (C ou U) qui peut facilement étre

mise en évidence par de nombreuses techniquesiidigenzymatique, séquencage...).

.9.4.2 Protocole

Le traitement et la purification de 'ADN ont étéalisés a l'aide du kit Qiagen « Epitect
Bisulfite Kit », selon les recommandations du fasseur.

Une quantité d’ADN comprise entre 1 ng et 2 pggénéral 100-300 ng ont été utilisés) est
ajoutée a une solution de bisulfite et a un tamp@NA protect buffer » qui prévient la
fragmentation de I'ADN généralement associée aitetrent au bisulfite et accroit la
dénaturation de I’ADN indispensable a la conversies cytosines en uraciles. Puis, I'ADN
est placé dans un thermocycleur programmé pouwyldes énumérés dans le Tableau 22.

La succession du cycle : dénaturation / convers@met d'augmenter le taux de conversion.
Une fois 'ADN convertit, celui-ci est purifié swolonne de silice par lavages successifs

avant son élution.
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Etape Temps Température

Activation de I'enzyme 5 minutes 95°C

Dénaturation des brins d'ADN 30 second85°C

hybridation des amorces sur 'ADNBO secondes X°C X 50 cycles
Elongation 30 secondes72°C

Elongation finale 7 minutes 72°C

Tableau 23: déroulement de la réaction de PCR
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.9.5 PCR (Polymerase Chain Reaction)

.9.5.1 Principe

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventéekpaullis en 1983 et brevetée en 1985.
Cette technique permet d’obtenir par réplicatiorvitro de multiples copies d’'un fragment
d’ADN a partir d’'un extrait dADN ou d’ADNc complex La réaction en chaine de
polymérisation est réalisée dans un mélange réaetlaui comprend I'extrait d’ADN, la Taq
polymérase, les amorces et les quatre désoxyrib@msides triphosphates (ANTP) en exces
dans une solution tampon. Les tubes contenant lange réactionnel sont soumis a des
cycles de température réitérés plusieurs dizairesfois dans le bloc chauffant d'un
thermocycleur. Les amorces sont congues pour redarspécifiquement la région d’intérét.
La taille des amorces est généralement comprise &0tet 30 nucléotides afin de garantir

une hybridation suffisamment spécifique.

Dénaturation initiale

Avant de commencer les cycles de PCR proprement ulie étape de chauffage
(généralement 10 a 15 minutes a 95°C) est réalSée étape permet de déshybrider les
ADN double brin, de casser les structures secoeslai’homogénéiser le milieu réactionnel
par agitation thermique et d’activer les polymésase type « Hot start » (Tableau 23:

déroulement de la réaction de PCR).

Phase de dénaturation

Cette étape permet de déshybrider les ADN, de rodiéer » les polymérases qui seraient

encore liées & une matrice et d’homogénéiser lieuniéactionnel.

Phase d’hybridation ou d'appariemment des amorces

Cette étape permet aux amorces sens et anti-sesibydeider a ADN matrice grace a une
température qui leur est thermodynamiquement fédlera
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Composant Concentration final&/olume
Tampon 10x% 1X 5 ul
Matrice (X ngil) X ng 1l
Mélange des 4 dNTP a 10 mM 206ol/l 1l
Amorce sens (10 uM) 200 nmol/l 1l
Amorce anti-sens (10 uM) 200 nmol/l 1p
Enzyme Taq platinum polymerase »
(Invitrogen) (5 unités/ul) L unite 02 ul
Eau Millipore stérile 40,8 p

Tableau 24: mélange réactionnel de PCR
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Phase d’élongation

Cette étape permet aux polymérases de synthéibeinl complémentaire de I'ADN matrice a
une température qui leur est optimale (en génériie €68-72°C). Ce brin est synthétisé a
partir des dNTPs libres présents dans le milieatiganel. La durée de cette étape dépend de

la longueur de I'amplicon (1 minute par kilobase).

.9.5.2 Protocole

La mise au point de la PCR a été effectuée sugreifits ADN contrdles fournis par Qiagen :
ADN méthylé et non méthylé traités au bisulfite gdagen et de I'ADN non méthylé non
traité (qui sera traité au laboratoire avant la PARs produits utilisés sont des réactifs
Invitrogen (Taq polymérase, dNTPs, tampon, MgC). Les amorces ont été choisies avec le
logiciel « PyroMark Assay Design 2.0 » de Qiagensghthétisés par Eurogentec. La
composition du mélange réactionnel de PCR est tépadians le Tableau 24.

L’'une des deux amorces a la particularité d'étigplé® a une biotine. Seul le brin biotinylé
sera utilisé pour le pyroséquencage. La PCR edis@ééadans un thermocycleur (Veriti,

Applied Biosystem).

Afin de déterminer les conditions optimales de daction PCR, plusieurs températures
d'hybridation sont testées ainsi que plusieurs eatnations en ions MgelUne migration sur

gel d’électrophorése a 2 % est réalisée pour eéildi bon déroulement de la PCR.

.9.6 Electrophorese pour vérifier la présence d’'une bande unique
Apres la PCR, une électrophorése sur gel d'agasiseialisée sur les produits obtenus pour

vérifier la présence d’'une bande unique et quaubntité d’amplicons obtenus est suffisante

pour poursuivre I'analyse par pyroséquencage.
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Figure 62 : préparation des produits PCR pour le sguencgage
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9.7 Pyroséquencage

.9.7.1 Principe

Le pyroséquencage permet de mettre en évidenceofihge méthylation en déterminant le
pourcentage de méthylation de chaque CpG. Cettaitpee nécessite la réalisation d'une
PCR en amont. Seul le brin biotinylé sera utilismme matrice de lecture pour le
pyroséquencage.

Le pyroséquencage se déroule en plusieurs étaghesnatisées sur la Figure 62:

Fixation des billes de sepharose sur la Bio{ibesur le schéma) : la purification d'un brin

d'ADN de l'amplicon, repose sur l'utilisation ddlds de sepharose sur lesquelles sont
hybridées de la streptavidine. La biotine et la@mavidine ont une forte affinité, ce qui va

permettre la liaison du brin biotinylé a une bdke sepharose.

Purification des amplicon@ sur le schéma) : cette étape de lavage serfaiteux temps, un

lavage a I'éthanol 70% qui permet de conserverNABeul tous les autres éléments de la
PCR étant éliminés, et un lavage avec un tampatedeturation (qui permet de déshybrider
les deux brins de l'amplicon). A la fin de la démation il ne reste alors que les brins

biotinylés fixés aux billes. Pour finir, il y a ud¢ape de lavage qui permet d'éliminer les brins

non biotinylés.

Hybridation des amorces de séquend@gsur le schéma) : cette étape permet aux amdeces

séquencage de s’hybrider & ADN matrice grace a termapérature qui leur est
thermodynamiquement favorable (70°C). Une fois BABionocaténaire fixé sur les billes de
sépharose, celui-ci va étre mis en présence d'aode séquencage dans un tampon
permettant I'hybridation de ces amorces a 'ADNadtie puits peut contenir une amorce de

séquencage différente.
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Figure 63 : principe du pyroséquencage

Figure 64 : A : cartouche permettant I'injection des enzymes, substrats, nucléotides lors de I'analypar
pyroséquencage, B : systéeme d’aspiration permettara purification de '’ADN monocaténaire avant le

pyroséquencage
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Une fois I'hybridation réalisée, I'appareil injetteit d’abord un mélange d’enzymes : ADN
polymérase, ATP sulfurylase, Luciférase et Apyrageis leur substrat : Adénosine 5'
phosphosulfate et Luciférine. Puis les nucléoticms étre ajoutés les uns apres les autres. Si
le nucléotide injecté dans le milieu réactionnairespond au nucléotide attendu par 'ADN
polymérase, il est incorporé dans le brin en codes synthese (élongation). Cette
incorporation libére un Pyrophosphate. L'ATP suylfase utilise ce Pyrophosphate pour
produire de I'ATP, qui est lui-méme utilisé par lleiférase et provoque la libération
d'oxyluciférase et I'émission d’'un signal lumineqgui sera capté par l'appareil. L'apyrase
guant a elle dégrade les nucléotides en excesminnorporeés.

Le signal lumineux est alors enregistré par unaxapipuis reproduit sous forme de pic sur un
pyrogramme. La hauteur d'un pic est proportionnallenombre de nucléotides incorporés

pour chaque base injectée (Figure 63).

.9.7.2 Protocole

Chaque bac, représenté ci-contre, contient uneticolulifférente, le bac 1 contient de
I'éthanol a 70 %, le bac 2 du tampon de dénaturatide bac 3 de la solution de lavage, enfin
le bac 4 contient de I'eau (Figure 64).

Deux meélanges réactionnels sont préparés. Le pressieconstitué de billes Sépharose -
Strepavidine diluées dans un tampon de liaisonteGetiution est ajoutée aux produits PCR
(microplaque 96 puits sur le schéma). Cette mieuod est ensuite soumise a une rotation de
1300 rpm pendant 5 min a température ambiante petmettre la liaison des billes, sur
lesquelles sont fixées la streptavidine, a I'angglibiotinylé.

Le second mélange est composé de 'amorce de sgapesdilué a 10 uM dans du tampon
d'hybridation, il est alors déposé dans chacunpdés de la plaque 96 puits (plaque PSQ96

sur le schéma).

La purification des produits PCR s’effectue pari@on. Les sondes sont tout d’abord

lavées a I'eau distillée. Puis I'aspiration des krops de PCR est réalisée avant de procéder

a la purification en plongeant les sondes danstedontenant I'éthanol puis celui contenant

le tampon de dénaturation et enfin celui contefeatampon de lavage.

Une fois les produits PCR purifiés, les sondes'algphreil d'aspiration sur lesquelles sont

retenues les amplicons, sont déposées dans laepRR§®96, contenant les amorces de
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séquencage. Cette étape nécessite une agitatiirdie30 secondes qui permet la libération
des billes dans chaque puits de la plaque PSQ9.sbades sont alors retirées de la
microplague PSQ96 puis de nouveau lavées a I'estiliék.

La plague PSQ96, contenant les amorces de séqueat#es produits PCR monocaténaires
lies a la biotine, est chaufféee a 70°C pendant ainsnl1l5 minutes pour permettre
I'hybridation des amorces de séquencage a la reafibaque puits contient une amorce de
séquencage. Une fois I'hybridation terminée, lgyxeest placée dans le pyroséquenceur. Une
cartouche d’injection des réactifs est alors prépates volumes d'enzymes, de substrats et
de nucléotides sont indiqués par le logiciel selemombre de puits a analyser et les
séquences a lire, puis déposés dans la cartouehe€attouche, permettant l'injection de
I'enzyme, du substrat et des bases, est placéeleaysoséquenceur. Le logiciel injecte le
meélange d’enzymes et de substrats dans tous I&s puits les nucléotides selon la séquence

d’injection prédéfinie.

.9.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques concernant la premiergiepales résultats (régulation
transcriptionnelle) ont été effectuées avec leciegR. Les données génomiques de PLAGL1
obtenues par CGH array (Agilent) et les donnéegpiéssion de PLAGL1 obtenues par
puces d’expression (Agilent pour les US, LPS et LdMSAffymetrix pour les GIST) suivent
une loi normale. La corrélation entre ces deux desna été calculée par un coefficient de
Pearson. Une p-value inférieure ou égale a 0,05netoefficient de Pearson supérieur ou

égale a 0,3 ont été considérés comme significatifs.

Les associations entre : I'expression de TARNmMPAAGL1 et 1) la méthylation globale du
promoteur de PLAGL1 ou 2) la méthylation de cha@u& du promoteur de PLAGL1, ont

ete évaluées par le coefficient de Pearson corrigé.

Pour évaluer la significativité de la différencererdeux groupes d’un facteur clinique, sur les
données d’expression ou de méthylation, les dors@#sajustées par un modele linéaire. Les
parametres estimés et les erreurs standards igsge dhodele servent a réaliser un t-test
modéré déduit d’'une diminution Bayésienne empiridas erreurs standards vers une valeur
commune (package Limma du logiciel R). Les p-valisssies de ce modéle sont ensuite
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corrigées pour les tests multiples par la métha8ehjamini et Hochberg, évaluant ainsi le

taux de faux positifs attendus (False DiscoveryeRat FDR). Les deux premieres étapes de
cette méthode (modéle linéaire suivi du t-test méd#&vec réduction de la variance) ont

'avantage de permettre l'utilisation de cette noélin aussi efficacement qu’un test de Student
méme sur des données pour lesquelles la normadgéddstributions n’est pas respectée

(Smyth, 2005). En effet, la taille des échantill@étsdiée étant inférieure a 30, la normalité

n'a pu étre mesurée.

Les courbes de survie ont été faites selon la ndétlle Kaplan-Meier et calculées de la date

du diagnostic a la date de dernier status connu.

Dans la deuxiéme partie des résultats, les exmpa@sede gRT-PCR ont toutes été réalisées en
triplicat. Les expériences de cytométrie, ont @iée$ en triplicat et répétées au moins trois
fois. La significativité des resultats obtenus gRT-PCR ou cytométrie a été appréciée par t-
test. Les resultats ont été considérés comme wigtii§ lorsque la p-value était inférieure ou
égale a 0,05.
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Premiere partie : régulation
transcriptionnelle de PLAGL1 dans les

sarcomes
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.1 Résultats de la partie : régulation transcriptionnelle

.1.1 Modeéles d’étude

Parmi les lignées cellulaires établies a I'Insti@utrie et a I'Institut Bergonié, quatre ont été
sélectionnées pour étudier I'expressiorPi&AGL1et les modes de régulation de I'expression
de ce géne. La lignée MFH148 a été établie a pditin Iéiomyosarcome, les lignées

MFH128, LPS78 et LPS80 ont été établies a partlipdsarcomes.

La grande variété des types de sarcomes rendysmdles profils complexe et difficilement
informative en raison du faible nombre de tumewstgpe de sarcomes. Nous avons choisi,
parmi les données disponibles, d’étudier le gehAGL1 dans 89 tumeurs comprenant des
léiomyosarcomes ou LMS (35 tumeurs), des sarcomaifférenciés (US) regroupant des
histiocytofiboromes malins (MFH) et des myxofibroasames (28 tumeurs), des liposarcomes
(LPS) regroupant des liposarcomes dédifférenciésieat différenciés (15 tumeurs) et des
GIST (11 tumeurs).

Les tumeurs utilisées dans notre étude font padéeta Conticabase, une base de données
européenne spécifigue des sarcomes mise en plaamment par Jean-Michel Coindre a
I'Institut Bergonié. Pour chaque prélevement inallams la Conticabase, plusieurs données
sont disponibles, comme : le conditionnement dlépeinent (inclus en paraffine, congelé,
ADN ou ARN déja extrait et disponible...), les donsédiniques du patient (age, date de
prélevement, type de traitement, type de chirurgiade tumoral, localisation anatomique de
la tumeur...), les données immunohistochimiques (meyg p53, c-Kit...), le centre

détenteur (Institut Bergonié, Curie...)...
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.1.2 Expression transcriptionnelle de PLAGL1 dans les sarcomes

.1.2.1 Profil génomique de PLAGL1

De tres nombreuses études publiéesPdukGL1 montrent une expression monoallélique de
PLAGL1 physiologique et la perte de l'alléle paternel dlatusieurs cancers (du sein, de
'ovaire...), causant une perte d’expressionRIAGL1 (Bilanges et al., 1999), (Dusica et

al., 2004).

Le profil du genePLAGL1 n’étant pas caractérisé dans les sarcomes, umgsardu profil
génomique ddPLAGL1 a été effectuée dans des lignées et des tumeusardemes pour
savoir si ce type de remaniement existait dans cisse de cancer.

.1.2.1.1 Lignées

Afin de caractériser les lignées sélectionnées, amayse génomique globale a été réalisée
par CGH array a I'Institut Bergonié.

La technigue de CGH array (Comparative Genomic ldigation) permet de déterminer le
nombre de copies de portions d’'un génome par ragpan autre. C’est une technique tres
utilisée en cancérologie pour quantifier les réasgesments génomiques des cellules
tumorales, en comparant leur génome a celui deleslisaines utilisées comme référence.
Cette technique est basée sur la liaison de 'ARNgdnome fragmenté a des molécules
fluorescentes de deux couleurs différentes rougeere (cyanine 5 et 3). Les portions non
remaniées présentent un rapport 1: 1 entre les fi@orochromes, les régions délétées ou
amplifiées expriment majoritairement I'un des ddlworochromes. Dans le cadre de cette
analyse, le génome de lignées de sarcomes a épmodm celui de cellules sanguines comme
contrdle de tissu sain. Les niveaux de fluorescawegeis sont ensuite normalisés par rapport
au génome normal. Une valeur de 1 est affectéerégions non remanié€es, les valeurs
supérieures a 1 représentent les régions amplifiéevaleurs inférieures a 1 représentent les
régions délétées. Plus la valeur du remaniementfase, plus le remaniement est

guantitativement important.
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Name Chr Position LPS78L MFH128 MFH148
glint725 6
(PLAGL1)
g1CNS556 6
(PLAGL1)

Tableau 25 : remaniements génomiques de la régiohromosomique dePLAGL1 mesurés par CGH array

dans les lignées de sarcomes

sarcome glint725 | g1CNS556 [ sarcome glint725 | g1CNS556 | sarcome |A_14 P101276|A_14 P136836(A_14 P112482

LPS 1,077 0,9298 GIST
0,8562 1,0519 LPS 1,0338 0,9272 GIST
1,049 NA LPS 1,1258 NA GIST
1,0875 0,8925 LPS 0,7526 0,9733 GIST
0,982 1,075 LPS 0,9876 1,0403 GIST
1,0168 NA LPS GIST
1,0168 NA LPS 0,7895 0,6462 GIST
0,7749 0,6242 LPS 0,7895 0,6462 GIST
0,989 EEE LPS NA 0,8276 GIST

LPS NA GIST

LPS

LPS

1,0822

us 1,0224 1,0154
us 1,0091 0,9842
us 0,9659 0,952
us 1,0475 NA
us 1,0056 1,0592
us 0,8699 0,8651
1,0091 us NA 1,0035
us 1,1157 0,9428
1,0035

1,0958 Us 1,0556 0,9088
NA uUs 1,0126 1,0526
1,0837 us 1,026 NA
1,0483 Us
1,0644 uUs 1,075 NA
0,858 uUs 0,9794 0,9126
0,9619 Us 1,1157 NA
LPS 0,957 1,029 uUs 0,9965
LPS 1,1631 0,9849 Us
LPS 1,0461 1,0182 Us 1,1655 1,077
LPS 1,0021 1,0381 Us 0,9945 1,071
Us 0,7922 0,7225

Tableau 26 : remaniements génomiques de la régiohromosomique dePLAGL1 mesurés par CGH array

dans les tumeurs de sarcomes

en rouge : les regions amplifiées : LMS, US, P2, GISTO0,2
en jaune : les régions non remaniées : LMS, US,[DR8S 1,2], GIST[-0,2 ; +0,2]
en vert : les régions délétées : LMS, US, <P, GIST<-0,2
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La quantification de I'abondance du géREAGL1 est effectuée a l'aide de deux sondes :
glint725 et g1CNS556, mais il est important de mégiaune région plus vaste pour connaitre
'ampleur du remaniement. Ainsi, nous avons regdisl® Kb en amont et en aval des sondes
glint725 et g1CNS556 d&L AGL1pour savoir sSPLAGL1appartenait a une région remaniée.
Cette étude a permis de mettre en évidence des éifénces de profil génomique de la
région chromosomique contenanPLAGL1 entre les différentes lignées.

Dans la lignée MFH148 issue d’'un IéiomyosarcoPeAGL1 n’est pas remanié (0,9). En
effet, des valeurs comprises entre 0,8 et 1,2 sonsidérées comme non remanié puisque
I'erreur relative de cette technologie est de B&. contre, les trois autres lignées présentent
une amplification de la région conten@tAGL1 Le genePLAGL1est amplifié d’'un facteur

2, 3 et 5 dans les cellules MFH128, les LPS78 e88Prespectivement, trois lignées de

liposarcomes (Tableau 25).

.1.2.1.2 Tumeurs

Une fois les lignées cellulaires de sarcomes canaées et montrant un remaniement de la
région chromosomique dBLAGL]1, une analyse génomique par CGH a été réalisée au
laboratoire par I'’équipe de Frédéric Chibon sugtemd nombre de sarcomes comprenant des
LMS, des US et des LPS (sondes : glint725 et glGBISHarallelement, une analyse par
CGH array (plus résolutive que la CGH classiquedearréarrangements de I'ordre de 200 pb
sont identifiables contre 150 kb dans le cas dE® classique utilisant des BAC) a été
effectuée sur des GIST (sondes : A_14 P101276, AP136836 et A_14 P112482).

Il apparait lors de I'étude du profil génomique B&AGL1 par CGH, que la région

chromosomique contenant le géPleAGL 1est remaniée dans les sarcomes (Tableau 26).
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MFH128 MFH148 LPS78 LPS80 Chromosome Fir.st.Proh.e :Rela Gene.Symbol
tive.Position
209318_x_at 7,92973183 | 8,40151954 6q24.2 144302842 PLAGL1
207002_s_at 8,05077376 | 8,52501176 6q24.2 144303126 PLAGL1
207943 _x_at 7,94286634 | 7,97888203 6q24.2 144303131 PLAGL1
moyenne 7,97548498 | 8,3201236 6q24.2 PLAGL1

Tableau 27 : niveau d’expression d®LAGL1 dans les lignées de sarcomes, ARNm quantifié pange
Affymetrix

[—
et

X |

o

Figure 66 : validation des 3 sondes utilisées poguantifier PLAGL1 par puces Affymetrix sur les

sarcomes (comparaison des sondes deux a deux)
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Figure 67 : quantification relative de TARNm dePLAGL1 par gRT-PCR dans les lignées de sarcomes, le

sein et le placenta
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Figure 68 : tableau récapitulatif des données géndgues et transcriptomiques des lignées de sarcomes

(A), corrélation entre les valeurs des puces Affyntéx et les résultats de gRT-PCR (B)
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.1.2.2 Expression du transcrit PLAGL1

.1.2.2.1 Lignées

Une analyse transcriptomique par puce Affymetrigt@ effectuée a I'Institut Curie, ou les
lignées ont été établies. Trois sondes ont étisérds pour quantifier 'abondance du transcrit
dePLAGL1: 209318 x_at, 207002_s_at et 207943 x_at. Léssmndes ont été validées, ce
qui nous a permis d'utiliser la moyenne de fluoes®e de ces trois sondes pour le reste de
nos analyses (Figure 66).

Cette analyse a permis de mettre en évidence utee dgpression de 'ARNm deLAGL1
dans les MFH128 (valeur de fluorescence = 12,6@@i), une expression intermédiaire dans
les LPS78 (valeur de fluorescence = 7,97 ep)legles LPS80 (valeur de fluorescence = 8,32
en log) et aucune expression dans les MFH148 (valeurlw®escence = 2,70 en l9g
(Tableau 27).

Dans le but de confirmer ces données, nous avatis@é&les gRT-PCR sur ces quatre lignées.
Pour chaque lignée, nous avons quantifié I'expoesdePLAGL1 par rapport a deux genes
de ménage : RCTNB(B-actine) et la&GAPDH (glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase).
Ceci a permis de valider les données de microaleayellules MFH128 expriment fortement
'ARNmM de PLAGL1 (take off = 15), les cellules MFH148 n’exprimerisPLAGL1 (take off

= 26,5), quant aux cellules LPS78 et LPS80, ellessgntent un niveau intermédiaire
d’ARNm dePLAGL1 (take off respectifs = 18,9 et 19,1). Ces qRT-RDRété effectuées en
incluant deux contrdles positifs : du tissu mammair du tissu placentaire normal (ADNc de
Cliniscience). La corrélation entre les donnéeputmes Affymétrix et celle des qRT-PCR est
donnée dans la Figure 68.

L’expression de TARNm d®LAGL1est répartie ainsi : MFH128tissu placentaire LPS78

> LPS80> tissu mammaire MFH148 (Figure 67).

Le calcul du 2**“' montre que PLAGL1 est 158,68 fois plus exprimé dans les cellules
MFH128 que dans le tissu mammaire, 7,46 fois pamsdes cellules LPS78 que dans le tissu
mammaire, 3,03 fois plus dans les cellules LPS89 dpns le tissu mammaire et 19,03 fois

moins dans les cellules MFH148 que dans le tissumeire.
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Type de Transcrits Type de Transcrits Type de Transcrits Type de Transcrits

sarcome PLAGL1 sarcome PLAGL1 sarcome PLAGL1 sarcome PLAGL1
LMS 2,5849625 LMS 10,7540524 uUs 6,87036472 13,88168
LMS 8,06069593 LMS 10,5459298 us 9,24079133 13,92258
LMS 3,80735492 LMS 10,0728025 uUs 14,620144
LMS 5,72792045 LMS 9,78790256 uUs 14,664939
LMS 10,4019461 LMS 9,07146236 us 14,748476
LMS 9,93810933 LMS 8,48784003 us
LMS 8,72451385 LMS 9,68299458 uUs 8,37503943
LMS 7,27612441 LMS 7,84549005 uUs 8,64024494 LPS 10,4747199
LMS 4,169925 LMS 7,41785251 us 9,03066714 LPS 10,1459321
LMS 7,60733031 LMS 10,5536293 uUs 9,20945337 LPS 11,3037807,
LMS 10,2143191 LMS 10,1774195 uUs 9,29001885 LPS 10,2082344
LMS 10,1421071 LMS 10,0292872 us 9,47978026 LPS 12,7144602
LMS 9,59058705 LMS 9,93810933 us 9,75154406 LPS 10,3674148
LMS 8,89784546 us 9,99152185 uUs 9,78135971 LPS 11,1052538
LMS 11,1052538 us us 9,85174904 LPS 3,80735492
LMS 9,67065625 us 9,4918531 us 10,0484869 LPS 12,7251532
LMS 8,15987134 Us 10,0168083 uUs LPS 13,0070273
LMS 8,85486838 uUs 9,509775 UsS 9,75154406 LPS 7,52356196
LMS us 9,53138146 5,786949 LPS
LMS 6,52356196 us 7,18738 LPS 9,95419631
LMS 10,883407 us 10,690022 LPS 3,80735492
LMS 11,6843103 us 11,608786 LPS 9,42206477

Tableau 28 : niveau d’expression d®LAGL1 dans les tumeurs de sarcomes, ARNm quantifié pauge
Affymetrix pour les LMS, US, LPS et par puce Agilerh pour les GIST

Figure 69 : corrélation entre les deux sondes utdées pour quantifierPLAGL1 en puce Agilent
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Figure 70 : niveau d’expression de ’'ARNm dé°LAGL1 (en log,) dans les différents types de

sarcomes étudiés
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Les lignées MFH128, LPS78 et LPS80 présentententisement, une amplification d’un
facteur 2, 5 et 2 de la région chromosomique camtele gend’LAGL1a la différence de la
lignée MFH148 qui ne présente pas de remaniememto® observe que I'expression du
transcrit dePLAGL1 ne corréle pas au niveau d’amplification géniquésque, la lignée
MFH128 exprime tres fortement TARNm d@LAGL1 contrairement aux lignées LPS78 et
LPS80, qui I'expriment moins (cf tableau récapitifilsur la Figure 68).

Il y a donc une absence de corrélation entre le pfibgénomique et transcriptomique de

PLAGLL1 dans ces lignées de sarcomes.

.1.2.2.2 Tumeurs

Une analyse transcriptomique a été réalisée ael'diel puces Affymetrix U133 plus 2 au
laboratoire par I'équipe de Frédéric Chibon sur temeurs de patients sélectionnées
précédemment pour l'analyse génomique et compredast LMS, des US et des LPS.
Parallélement, une analyse transcriptomique afttéteée a I'aide de puces Agilent sur des
GIST (Tableau 28). Les sondes utilisées pour leepéffymetrix sont les mémes que celles
des puces réalisées sur les lignées de sarcom@31@X_at, 207002_s_at et 207943 x_at).
La moyenne de fluorescence a été calculée caroledes sont corrélées entre elles. Nous
avons également vérifié la corrélation des deuxdssnutilisées dans les puces Agilent
(A_23_P8175 et A_24 P312041) (Figure 69).

Notre étude a montré une expression tres variabRLAGL1au sein des différents groupes
de sarcome (Figure 70). En effet,
e les LMS ont une médiane d’expression a 9,67, lé=uvs étant comprises entre 2,58 et
13,07 ;
* les sarcomes indifférenciés (US) ont une médiaexpiession a 9,48, les valeurs
étant comprises entre 2,58 et 10,12 ;
* les LPS ont une médiane d’expression a 10,42,desiks étant comprises entre 3,81
et 14,99 ;
* les GIST ont une médiane d’expression a 13,9, dsuvs étant comprises entre 5,78
et 15,29
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Figure 72 : I'expression de TARNm dePLAGL1 est significativement différente en fonction : A du grade

dans les LMS, B : de la différenciation tumorale das les LMS, C : de la survenue de métastase dans le

US, D : de la récurrence locale dans les US.
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Dans les LPS et surtout dans les GIST, I'expresd®RLAGL1 est significativement plus
importante que dans les US et les LMS. De facobalPLAGL1 a une expression trés
hétérogéne dans les quatre groupes de sarcomds. l&térogénéité de I'expression de
PLAGL1ne peut étre due a des modifications du profilogéique dans les US, les LMS et
les LPS, puisque nous avons montré qu’il n'y ayas de remaniement de la région
chromosomique contenamLAGL1 (Tableau 26 et Figure 71). En revanche, les GIST
présentent des remaniements du ge&bh&GL1 Nous avons regardé si les profils génomiques
expliquaient les différences d’expression de 'TARNePLAGLL En corrélant le niveau du
transcrit PLAGL1 avec l'indice des remaniements, on trouve un goefit de Pearson a
0,04186 et une p-value a 0,9086 qui nous permeatad@r cette hypothése (Tableau 26 :
remaniements génomiques de la région chromosontgiAGL1 mesurés par CGH array

dans les tumeurs de sarcomes et Figure 71).

Dans les quatre groupes de sarcomes étudiés, le eau d’expression dePLAGL1 ne

s’explique pas par des remaniements génomiques.

.1.2.2.3 ARNm de PLAGL1 : facteur diagnostique ou pronostique ?

Ensuite, nous avons regardé si le niveau d'expressePLAGL1 pouvait étre corrélé a des
facteurs cliniques et SILAGL1pouvait étre un bon facteur pronostique ou diatpos, dans
les différents groupes de sarcomes.
Ceci a permis de constater une expression diffietentdePLAGL1en fonction :
* du grade (p value = 0,004) et de la difféerenciafmalue = 0,0085) dans les LMS,
» de la survenue de métastases (p value = 0,03®)latrédchute locale (p value = 0,013)
dans les US (Figure 72).

L’expression dd’LAGL 1est faible dans les LMS de bas grade et bienrdiffédées, ainsi que
dans les sarcomes indifférenciés ne présentartigeicidive locale et de métastases. La forte
expression du transciRLAGL1 serait donc un facteur de mauvais pronostic dasstypes
tumoraux.

Les analyses effectuées sur les LPS et les GISAt pas permis de mettre en avant un réle
pronostique ou diagnostique BeEAGLL
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Figure 73 : représentation schématique de I'flot C@ P1 du génePLAGL1, les barres noires représentent

les 118 CpG et leur répartition au sein de I'flot
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flotCpG du promoteur de PLAGL1
—>  Amorce de séquencage
— Amorcede PCR

@® > Amorce de PCR biotinylé

Figure 74 : représentation de Ilot CpG du promoter de PLAGL1 et de la stratégie mise en ceuvre pour

I'étude de la méthylation au pyroséquenceur
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.1.3 Régulation transcriptionnelle de PLAGL1 par la méthylation de son

promoteur

Dans de nombreuses études, il a été démontré exyd’'ssion du transcrit dLAGL1, qui

est un géne soumis a I'empreinte parentale, éagtqililée dans certaines pathologies par une
altération de la méthylation de son promoteur. Heteil a été montré que la perte
d’expression d€LAGL1dans de nombreux cancers était due a une hypefaiith de son
promoteur ou a une perte d’hétérozygotie. Au cingtralans le syndrome TNDM (diabete
transitoire néonatal) PLAGL1 était surexprimé ettecesurexpression était due a une

hypométhylation de son promoteur.

.1.3.1 Mise au point de I'analyse de méthylation par pyroséquencage

Nous avons donc émis I'hypothése gu'il existait umethylation différentielle du promoteur
de PLAGL1 responsable de I'hétérogénéité de I'expressiorldeGL1 dans les lignées et
dans les tumeurs de sarcomes. Ainsi, les lignéed1d8, LPS78 et LPS80 qui expriment
'ARNmM de PLAGL1 seraient moins méthylées que la lignée MFH148 roexprime pas
'ARNmM de PLAGLL1

Plusieurs techniques sont disponibles pour analisenéthylation d’'un promoteur. Ces
analyses peuvent étre réalisées par digestion atimune, par séquencage, pyroséquencage,
ou par PCR spécifiqgue de la méthylation (ou MSP) mpprmet de discriminer par PCR,
I'allele méthylé du non méthylé en utilisant desoares spécifiques.

L’expression ddPLAGL1est dirigée par deux promoteurs tissu-spécifiquegenant chacun
un flot CpG. Le promoteur P1 permet I'expressionRIAGL1 dans de nombreux types
cellulaires a I'exception des leucocytes. Il comtiein flot CpG regroupant 118 sites de
méthylation. Le promoteur P2 permet I'expression RIAGL1 exclusivement dans les
leucocytes et contient un ilot CpG regroupant itE3 sle méthylation.

Pour savoir si I'expression deLAGL1 était régulée par méthylation de 'ADN dans les
sarcomes, nous avons choisi d’étudier le niveamélbylation de I'llot P1.

Cet flot compte 118 dinucléotides CpG qui peuvewmbirachacun un pourcentage de
méthylation propre (Figure 73). Etant donné le naarde sites de méthylation du promoteur

dePLAGL1et leur densité, nous avons choisi d’étudier lghylation par pyroséquencage,
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Tumeursn®: 6 11 15 26 30

1% PCR sur
I'amplicon 1 sur
échantillons
décongelés 1 fois

2éme PCR sur
I'amplicon 1 sur
échantillons
décongelés 2 fois

Figure 75 : Effet de la congélation/décongélationed échantillons sur I'efficacité de la PCR

Tumeursn®:1 5 14 10 20 23 21 ctl ctl

Figure 76 : exemple d’'une PCR de I'amplicon 3 ayantne efficacité variable en fonction de la tumeur

considérée
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qui permet une étude exhaustive du promoteU?ldeGL 1 et permettra de savoir quels CpG
dirigent I'expression dePLAGL1 dans les sarcomes. Aucune analyse exhaustive par
pyroséquencage du promoteurRIeAGL1n’ayant été faite a ce jour, il a donc fallu metiu

point cette technique, qui de surcroit n’avait jen&e utilisée au laboratoire.

Le pyroséquencage se déroule en plusieurs étapasdBbord, I'ADN des cellules doit étre
extrait, puis une fraction d’ADN est traitée auutige de sodium, ce qui permet la conversion
des cytosines non méthylées en uraciles, seulesytesines méthylées restent inchangées.
Une fois le traitement effectué, I'llot CpG du prateur dePLAGL1 est amplifié par PCR
avant d’étre séquenceé par pyroséquencage.

La taille maximale des produits PCR analysablespyerséquencage est de 400 pb. Or I'llot
P1 dePLAGL1 s’étandant sur 931 pb, il a donc fallu réalisarspurs PCR et analyser
séparément chaque amplicon. Des couples d’amoroesété choisis grace au logiciel
PyroMark Assay Design 2.0 pour 4 PCR différenteguie 74).

Lors de la mise au point de I'analyse de la métigmapar pyroséquencage, nous avons dd

optimiser certaines étapes afin d’obtenir des sgcpgede bonne qualité au pyroséquenceur.

Ainsi, pour le traitement au bisulfite, il est appanécessaire de traiter un nombre restreint
d’échantillons simultanément afin d’éviter toutegdsation de I’ADN converti: 10
échantillons maximum. En effet, la conversion desel® U engendre l'apparition de
mésappariements et de liaisons faibles qui fragitid’ ADN. De plus, 'ADN converti se
conserve a -20°C mais il est nécessaire d’aligu#&E&N qui, une fois converti, supporte trés
mal les cycles congélation-décongélation. L'effitacdes PCR diminue tres fortement des la
deuxieme décongélation (Figure 75).

Les PCR servant a l'amplification de I'ADN avantaalyse de la méthylation par
pyroséquencage ont également nécessité de nombrenises au point. Il s’est avéré
nécessaire d’avoir une grande quantité de prod@iR Pour avoir une bonne qualité de
séquence au pyroséquenceur. Ainsi, il a été indggi#e de passer par des doubles PCR
(PCR sur les produits d'une premiere PCR) pouragegs portions de I'llot dBLAGLL En
effet, les PCR ont été mises au point sur de I'AdXitait de multiples lignées cellulaires

257



Nom du primer séquence (5'-3") teCmopnég:rgt::aetig':)él;ri&ztgg et basesg
PLAGL1 A0 PCR FW TTGTTGGTATAGGAGGTAAGTTAG 54°C; 1,5mM 24
PLAGL1 A0 PCR RV biotinylé AAACTAAACCACACCCACAC 54°C; 1,5mM 20
PLAGL1 A0 séquencgage 1 GGTAAGTTAGTTTGGTTTATTGTA 42
PLAGL1 A0 séquencgage 2 GTTTTGTTGTAGATTTTAGGT 21
PLAGL1 A1 PCR FW TGG TTT GGG TTT ATT TGT GTT AGT 56°C;5mM 24
PLAGL1 Al PCR RV biotinyl§ CCC CAA CCC TAT CTA AAT CAA AAC 56°C; 1,5mM 24
PLAGL1 Al séquencgage 1 GTT TAT TTG TGT TAG TGT T@T 22
PLAGL1 Al séquencgage 2 GGG TTTTTITTTITGTT A 16
PLAGL1 Al séquencgage 3 GTAGTTATTTTTTTG GTT GT 20
PLAGL1 A2 PCR FW GGT TGT TGT GGG TGG TAA AG 58°C; 2mM 20
PLAGL1 A2 PCR RV biotinylé ACA AAA ACA CAC CCT CCT 58°C; 2mM 18
PLAGL1 A2 séquencgage 1 GGT TGT TGT GGG TGG TAA AG 20
PLAGL1 A2 séquencgage 2 GGG AGT GTTTTIGGTT TTATIT 23
PLAGL1 A2 séquencgage 3 GTG TTT ATAGTT TAG TAG 1B
PLAGL1 A2 séquencage 4 GTA GGG TAG GTG TTT GGG 18
PLAGL1 A3 PCR FW biotinylé GGT AGG TGT TTG GGT GTT 58°C; 2,5mM 18
PLAGL1 A3 PCR RV CCC ATT ATT ACT TAA AAC AAACTT 58°C; 2,5mM 24
PLAGL1 A3 séquencgage 1 TTTCCTTATTCTATTTTTTTC CTA 24
PLAGL1 A3 séquencgage 2 CCT CAT ACC AAATAA AC 1y
PLAGL1 A3 séquencgage 3 AAA CTACCT AAATTAC 16
PLAGL1 A3 séquencage 4 AAA CAC ACC CTC CTC 15

Tableau 29 : tableau récapitulatif des amorces de@R et de séquencage utilisées pour I'analyse de

méthylation du promoteur de PLAGL1 par pyroséquencage
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meéthylé ou déméthylén vitro vendu par la société Qiagen, en faisant une garmene
température d’hybridation : 6 températures testeteshoisies en fonction de la température
calculée par le logiciel de design PyroMark Assdy, 2t une gamme de concentration de
MgCl, qui est le cofacteur de la Taq polymérase utilg&mme de 5 concentrations allant de
1 mM a 3 mM. Les conditions de PCR trouvées onépa appliquées sans difficulté sur
'ADN extrait des quatre lignées cellulaires decsanes, mais l'efficacité des PCR s’est
avérée moins constante pour les tumeurs. En ¢#@N extrait de tumeur est de moins
bonne qualité que celui des lignées cellulaires. RER des amplicons 0, 1 et 2 avaient une
bonne efficacité sur TADN tumoral alors que la P@&I'amplicon 3 présentait une mauvaise

efficacité (Figure 76).

Afin de pouvoir amplifier et analyser la méthylatide I'amplicon 3, nous avons tout d’abord
amplifié¢ 'ADN tumoral correspondant aux séquendesl’amplicon 2-3 (amorce sens en
amont de I'amplicon 2 et amorce anti-sens en aeal’amplicon 3). Les produits PCR
obtenus ont été utilisés comme matrice pour amepléparément I'amplicon 2 et 'amplicon
3. Apres avoir mis au point les conditions de P@Rret amplicon « 2-3 » sur les contrbles
Qiagen, nous avons amplifié 'ADN tumoral corresgant a I'amplicon 2-3. La quantité de
produit PCR obtenue étant importante, les prodiet®CR ont ensuite été amplifiés pour les
amplicons 2 et 3 avec succes et reproductibilité.

Le fait d’augmenter la quantité de matrice suffigsafaciliter la PCR de I'amplicon 3 et donc
permettait d’obtenir une quantité de produit PCRalgsable au pyroséquenceur. Les

conditions de PCR optimales sont répertoriées bahableau 29.

Une fois les PCR mises au point et les ADN de kgnét de tumeurs amplifiés, les produits
PCR ont été analysés au pyroséquenceur. Toutdéoimille moyenne de lecture d’'une

séquence au pyroséquenceur est de 60 a 120 plpradsits de PCR obtenus faisant entre
300 et 350 pb, plusieurs amorces de séquencagalogtre utilisées pour chaque région de
I'llot de PLAGL1 (entre 2 et 4 par amplicon). Le logiciel PyroM#@ksay 2.0 détermine une

seule amorce de séquencage quelque soit la tailfeagment PCR a analyser. Les amorces
supplémentaires nécessaires au sequencage deetpubduit PCR ont donc été choisies
manuellement en prenant soin de se placer entr€p€s et en respectant une longueur

minimale de 15 bases.
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Figure 77 : pourcentage de méthylation des 118CpQudoromoteur de PLAGL1 dans les quatre lignées de
sarcome (en vert : MFH148, en rose : MFH128, en it : LPS80 et en bleu : LPS78)

CpG
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Pour%ee”tage PLAGL1 mMRNA
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mztlgﬁlsltéon (Af?ymetrix)

MFH128 | 16,7159322 | 12,63163181
MFH148 | 81,12525424 |  2,584962501
LPS78 |60,85504274|  7,977279923
LPS80 |60,75966102| 8,321928095
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Tableau 30 : comparaison du pourcentage de méthyian globale et de I'expression dBLAGL1 dans les
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Figure 78 : corrélation entre I'expression dePLAGL1 et le pourcentage de méthylation calculé sur
I'ensemble des CpG du promoteur d®LAGL1, dans les lignées MFH148 (rouge), MFH128 (vert),RS78
(jaune) et LPS80 (orange)
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Le premier amplicon noté A0 ou amplicon O fait 234 et a nécessité l'utilisation de 2
amorces de séquencage, le deuxieme amplicon noféitA342 pb et a nécessité |'utilisation
de 3 amorces de séquencage, le troisieme amplioth A2 fait 304 pb et a nécessité
I'utilisation de 4 amorces de séquencage, le qeragi amplicon noté A3 fait 370 pb et a

nécessité l'utilisation de 4 amorces de séquencage.

.1.3.2 Etude de la méthylation de PLAGL1 dans les lignées

Apres avoir mis au point la technique de pyroségage pour I'analyse de la méthylation de
I'llot CpG du promoteur dePLAGLYL le profil de méthylation des lignées de sarcomes
MFH128, MFH148, LPS78 et LPS80 a été étudié. Ledilprde méthylation des quatre
lignées sont représentés sur la Figure 77. Cetllyssnpar pyroséquencage de tous les CpG
de l'llot P1 dePLAGL1a permis de constater que le niveau de méthylatiie d'un CpG a
l'autre. Le pourcentage de méthylation présents gkl variation d’'un CpG a l'autre dans la
premiere partie de I'llot (jusqu’au CpG n°40) algpse le niveau de méthylation des CpG

dans la deuxieme partie est plus homogene.

L’analyse par pyroséquencage permet de calculpolecentage de méthylation de chaque
CpG, mais, on peut également connaitre le pourgentaoyen de méthylation de tout I'llot
(en calculant la moyenne du pourcentage de méibtwlde chacun des 118 CpG) que I'on a
nommeé : « méthylation globale ». Le niveau d’expi@s du transcriPLAGL1a été comparé

a la méthylation globale de son promoteur.

La méthylation globale de I'llot P1 du promoteur B&EAGL1 correle tres bien avec
'expression de son ARNm (Figure 78 et le Table@) Buisque le coefficient de Pearson
obtenu est de -0.999 et la p-value de 0,001.

Bien que le niveau de méthylation ne soit pas idaetd’'un site de méthylation a I'autre le
long du promoteur d®LAGLY le niveau de méthylation de I'llot entier estrét¥ avec le

niveau d’expression de 'ARNm d&_AGL], dans les quatre lignées de sarcomes étudiées.
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Figure 81 : profil de méthylation des tumeurs MFH148 et MFH128
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Figure 82 : comparaison entre les profils de méthgtion de la tumeur MFH148 (vert foncé) et de la ligée
MFH148 (vert clair)
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Il est toutefois possible de déterminer des passtiprivilégiées et corrélées a I'expression de
PLAGL1 Ainsi les CpG n° 86, 90, 91, 93, 105, 116 ontaefficient de Pearson égal a -1 et
une p-value a 0 (Figure 79 et Figure 80).

Le niveau d’expression transcriptomique dePLAGL1 dans les lignées de sarcomes
s’explique donc exclusivement par le niveau de méthation de tous les dinucléotides

CpG mais surtout par la méthylation des 6 positionsommeées ci-dessus.

Les lignées MFH148 et MFH128 ont été établies resmment a partir d'une tumeur

primaire de LMS et de LPS. Nous avons analysé d¢éilgte méthylation des tumeurs dont
dérivent ces deux lignées de facon a savoir digages en culture reflétaient bien le profil de
méthylation de la tumeur initiale (Figure 81).

Comme on peut le voir sur la Figure 82, les prafiésméthylation de la lignée MFH148 et de
la tumeur dont elle est issue sont tres semblalmdée superposables, méme s’il y a une
différence au niveau du pourcentage de méthylajlobale : 39 % pour la tumeur et 81 %
pour la lignée.

En revanche, la comparaison entre la tumeur égmeédé MFH128 (Figure 83), montre que le
pourcentage de méthylation globale est quasimasritiglie, bien que certains CpG soient
différentiellement méthylés (CpG 18, 22 et 75, quafis par une fleche noire). De plus, on
peut noter que le profil de méthylation de la tumdirH128 est tres homogéne d’'un CpG a
I'autre comparé a celui de la tumeur MFH148.

Le profil de méthylation est différent d’'un type cdlulaire a l'autre et peut varier au

cours de I'établissement d’une lignée tumorale.

L’étude de la méthylation de la lignée MFH128 extrésentative de la méthylation de la
tumeur MFH128, la tumeur était donc constituée d’'population cellulaire tres homogene
du point de vue de la méthylation 8 AGL1 Par contre le profil de la lignée MFH148
hyperméthylée suggere que la lignée est issuealane cellulaire minoritaire dans la tumeur

initiale.
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Figure 84 : profils de méthylation obtenus pour totes les tumeurs par groupe, A : LMS, B : US, C : BS,
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.1.3.3 Etude de la méthylation de PLAGL1 dans des tumeurs

Nous avons étudié la corrélation entre le statundéhylation du promoteur d@LAGL1et le
niveau d’expression de son transcrit dans 95 tusngeipatients.

L’ADN de ces tumeurs a été converti par du bisalfite sodium, puis les quatre PCR
permettant d’amplifier chaque partie de I'llot CdG promoteur d®LAGL1séparément ont

ete effectuées. Enfin les produits PCR ont étéyagaalpar pyroséquencage.

Les profils de méthylation obtenus pour chaque $gos tumoral (LMS, LPS, US et GIST)
sont représentés sur la Figure 84. Nous observoiisegiste une certaine divergence des
profils de méthylation au sein d’'un méme groupedral) mais €également entre les groupes
tumoraux. De facon a illustrer cette disparité argroupe, trois exemples de profils de
méthylation par groupe de tumeurs ont été représentr la Figure 85.
* Les profils de méthylation variant au sein d’'un neégroupe tumoral, nous avons
recherché si ces différences pouvaient expliquieétérogénéité d’expression de

'ARNm de PLAGL1observés dans les différents sous-types de tumeurs

» Les profils de méthylation semblent variés d’'unetgfe sarcome a I'autre, nous avons
recherché si le niveau de méthylation de certaipG €tait différent selon le groupe
tumoral, et si les tumeurs étudiées avaient unilpdef méthylation particulier qui

pouvait les discriminer du tissu sain.

.1.3.4 Profils de méthylation du promoteur de PLAGL1

Pour chaque groupe tumoral, la moyenne de métbglate chaque CpG a été calculée et le
profil de méthylation par groupe a été tracé sufitpre 86. De facon globale, les profils de
méthylation sont assez similaires entre chaque tgpe tumeurs et présentent une
hétérogénéité de méthylation le long de I'llottreres CpG 1 et 15, la méthylation est élevée
(autour de 45 %), entre les CpG 15 et 20 il y acmge de la méthylation qui devient tres
faible entre les CpG 20 et 45 (entre 0 et 20 %).r&manche, entre les CpG 45 et 118, la
méthylation est homogéne d’'un CpG a l'autre et @ waleur intermédiaire par rapport aux

trois premieres parties (comprise entre 20 et 30 %)
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.1.3.4.1 Comparaison entre le profil de méthylation des sarcomes et celui d’'une culture

primaire de fibroblastes

De facon a savoir si les profils de méthylation degoupes de sarcomes étaient différents du
profil du tissu sain, Ilot CpG du promoteur d@LAGL1 d'une culture primaire de
fibroblastes a été pyroséquenceé : 1A482B (profinthylation : Figure 87 ).

En effet, les sarcomes, méme s'ils peuvent présdetelignes de différenciation musculaire
lisse ou adipeuse, comme par exemple dans le scasMi® ou des LPS, ils ne dérivent pas
forcement de cellules musculaires lisses ou deleslladipeuses. Nous avons donc choisi de
comparer les profils de méthylation des 4 groupesatcomes étudiés a une lignée précoce
de fibroblaste (troisieme passage aprés mise émrewd partir de tissu péri-tumoral). Comme
attendu les fibroblastes sont globalement héminhé&shyourPLAGL1(38,4 %).

Afin de savoir si les différents groupes de sarcogtadiés avaient des profils de méthylation
distincts du tissu tumoral, les pourcentages dényteiton de chaque CpG des LMS, GIST,
US et LPS ont été normalisés par rapport au potagende méthylation des CpG
correspondants des fibroblastes. Ceci a permisagrer que, les quatre groupes de sarcomes
ont des profils de méthylation similaires entre ewais tres différents, sur certains des CpG,

des fibroblastes en culture (Figure 88).

Il est possible de déterminer des CpG dont le mive@ méthylation est particulierement
éloigné de celui des fibroblastes. Ainsi pour :
* le CpG 22, on peut noter une différence de métiyladllant de 26 a 50 % pour les
quatre groupes de sarcomes,
* le CpG 45, on peut noter une différence de métiyladllant de 32 a 42 % pour les
quatre groupes de sarcomes,
* le CpG 57, on peut noter une différence de métioyladllant de 27 a 39 % pour les
quatre groupes de sarcomes
* le CpG 70, on peut noter une différence de métiyladllant de 25 a 37 % pour les
quatre groupes de sarcomes
* le CpG 73, on peut noter une difference de métioyladllant de 49 a 65% pour les

quatre groupes de sarcomes.
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Cette analyse a permis d’identifier un profil tumlode méthylation commun aux quatre
groupes de sarcomes et qui le distingue du profinal. Etudier la méthylation de certains
sites de méthylation particulierement discriminantre le « tissu sain » et le tissu tumoral
comme les CpG 22, 45, 57, 70 ou 73 pourrait permei déterminer si un tissu est normal

ou tumoral, et de ce fait étre utilisé comme aliignostique.

.1.3.4.2 Comparaison du profil de méthylation des quatres types de sarcomes

Malgré ce profil assez semblable d’'un type de saec@ l'autre, des divergences dans le
pourcentage de méthylation de certains CpG sonabled. Pour mettre en avant ces
différences, la moyenne de méthylation par Cp@’'snsemble des sarcomes a été calculée.
Les écarts a la moyenne de chaque CpG (Figure BOgte calculés et ont permis de
quantifier la différence de méthylation de chaqueGCdes quatre groupes par rapport a
'ensemble des tumeurs étudiées.
La majorité des écarts a la moyenne se situe eb@réo et +10 % ce qui indique que des
différences significatives existent entre les ddfés types tumoraux, mais que ces variations
sont faibles. Ainsi, on peut noter que :

* Dans les LMSles CpG 106 et 96 présentent une variation d&0+-#6,

» dans les GIS]les CpG 16, 18, 15, 22, 50, 97, 99 présententanation de +/- 10 %,

» dans les USle CpG 6 présente une variation de +/- 10 %,

* les LPSne montrent pas de variations (par rapport a éeride des sarcomes) de la

méthylation supérieure ou égale a 10 %.

Seuls les GIST montrent des différences importaitesffet, les positions de méthylation n°
96, 106 et 108 présentent des pourcentages de laté@hyinférieurs ou supérieurs de 20 %
par rapport a I'ensemble des sarcomes étudiésyicieigd a montrer que les GIST ont un
profil de méthylation spécifique et qu’il est pddei de différencier ce type de tumeurs des

autres sarcomes aux profils de méthylation plushésvtes (Figure 89).
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Figure 90 : corrélation entre le pourcentage de méylation globale et I'expression ddPLAGL1
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L'analyse du profil de méthylation du promoteur de PLAGL1 nous a permis de

découvrir :

» qu’il existait une signature de méthylation du tisa tumoral différente de celle du
tissu sain,

* que le profil de méthylation variait d’'un type tumoral a l'autre et permettait de
discriminer les GIST des autres types de sarcomes,

* le niveau de méthylation de I'llot du promoteur dePLAGL1 pouvait donc étre un

outil diagnostique.

.1.3.5 Méthylation du promoteur de PLAGL1 et expression de son transcrit

A la différence des lignées, pour lesquelles lahyiétion globale était corrélée a I'expression
transcriptomique d®LAGLY la corrélation entre I'expression 8AGL1 et la méthylation
globale de tous les types de sarcomes (Figuren3t pas aussi convaincante (coefficient de
Pearson = - 0,2490 et p-value = 0,0155).

Sachant que les sarcomes sont une catégorie dersargroupant des types tumoraux trés
différents, il apparait nécessaire d’étudier chagueupe indépendamment pour ne pas
masquer les variations inter-groupes.

Ainsi, nous avons étudié la corrélation entre lie@gsion ddPLAGL1 et le pourcentage de
méthylation globale de son promoteur dans chaqus-g@e de sarcome (LMS, US, LPS et
GIST).

» Pour les LMS et les USl n’existe aucune corrélation entre le pourcgatde méthylation

globale et l'expression dd’LAGL1 En effet, ces deux types de sarcomes ont
respectivement des coefficients de Pearson de 66,04 -0,1073 et des p-value
respectives de 0,9213 et 0,5869 (Figure 91).

A linverse, dans les LPS et les GISTexpression dePLAGL1 est corrélée au

pourcentage de méthylation globale du promoteuPlddGL1 avec, respectivement, des
coefficients de Pearson de -0,5198 et -0,7608 £pdealues de 0,0470 et 0,0065 (Figure
91).
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Pearson.
GIST Correlation P.Value
CpG n°64 -0,8730 0,00045
CpG n°65 -0,8440 0,00110
CpG n°66 -0,8430 0,00111
CpG n°58 -0,8420 0,00115
CpG n°37 -0,8410 0,00119
CpG n°86 -0,8350 0,00138
CpG n°59 -0,8340 0,00143
CpG n°62 -0,8170 0,00215
CpG n°42 -0,8130 0,00236
CpG n°63 -0,8100 0,00249
CpG n°68 -0,8100 0,00251
CpG n°67 -0,8090 0,00255
CpG n°56 -0,8080 0,00259
CpG n°60 -0,7970 0,00333
CpG n°44 -0,7960 0,00338
CpG n°38 -0,7950 0,00347
CpG n°55 -0,7880 0,00401
CpGn°61 -0,7800 0,00467
CpGn°43 -0,7760 0,00503
CpGn°33 -0,7690 0,00568
CpG n°52 -0,7510 0,00777
CpGn°91 -0,7460 0,00837
CpG n°82 -0,7330 0,01030
CpG n°57 -0,7300 0,01070
CpG n°47 -0,7200 0,01250
CpGn°41 -0,7180 0,01280
CpG n°81 -0,7120 0,01390
CpGn°31 -0,7020 0,01600
CpG n°105 -0,6930 0,01800
CpG n°20 -0,6850 0,02000
CpGn°36 -0,6710 0,02380
CpGn°51 -0,6700 0,02400
CpG n°75 -0,6610 0,02680
CpG n°78 -0,6540 0,02900
CpG n°53 -0,6480 0,03100
CpGn°116 -0,6390 0,03440
CpGn°39 -0,6210 0,04150
CpG n°48 -0,6170 0,04310

Tableau 31 : CpG corrélés a I'expression de

PLAGL1 dans les GIST
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Pearson.

us Correlation P.Value
CpGn°54 -0,5670 0,00165
CpG n°29 -0,5170 0,00486
CpGn°58 0,4800 0,00978

CpGn°107 -0,4610 0,01340
CpG n°36 -0,4440 0,01800
CpGn°33 -0,4260 0,02390
CpGn°32 -0,4220 0,02520
CpGn°51 0,4080 0,03100

CpGn°105 -0,4030 0,03330

CpG n°109 -0,4020 0,03380
CpGn°45 0,3980 0,03580
CpGn°28 -0,3980 0,03580
CpG n°26 -0,3930 0,03830
CpGn°27 -0,3880 0,04160
CpGn°34 -0,3780 0,04740
CpG n°30 -0,3780 0,04760

Pearson.

LMS Correlation P.Value
CpGn°l -0,4760 0,00388
CpGn°7 -0,4700 0,00441
CpGn°4 -0,4550 0,00606
CpGn°6 -0,4130 0,01360
CpGn°33 -0,3590 0,03170
CpGn°5 -0,3610 0,03310

us Pearso! n

Correlation P.Value

CpGn°22 -0,7830 0,00055
CpGn°l -0,7180 0,00567
CpGn°4 -0,6930 0,00869
CpGn°16 -0,6240 0,01290

CpGn°115 -0,6140 0,01490
CpGn°5 -0,6450 0,01720
CpGn°9 -0,6330 0,02010
CpGn°46 -0,5920 0,02020
CpGn°3 -0,6280 0,02160
CpGn°l4 -0,6260 0,02200
CpGn°49 -0,5740 0,02520
CpGn°10 -0,6110 0,02640
CpGn°13 -0,6050 0,02840
CpGn°7 -0,5860 0,03530
CpGn°6 -0,5800 0,03790
CpGn°8 -0,5780 0,03860

Tableau 32 : CpG corrélés a I'expression de
PLAGL1 (respectivement) dans les US, LMS et

LPS
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Figure 93 : corrélation positive (A) et négative (Bdes CpG avec 'ARNm dePLAGL1 dans les US
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Toutefois, le pourcentage de méthylation étant veggable d’'un CpG a l'autre, nous avons
donc recherché si certaines positions de méthylafitaient plus fortement corrélées a
'expression dePLAGL1 et si I'expression dé°’LAGL1 pouvait étre conditionnée par la
meéthylation de quelques CpG uniguement. Une anatyatstique a donc été effectuée
indépendamment pour chaque sous-groupe de sarctmemefficient de Pearson et la p-
value rendant compte de la corrélation de chaqug &fc I'expression du transdAt AGL1

ont été calculés.

Ceci a permis de mettre en évidence un nombre de gtons significativement corrélées
a I'expression dePLAGL1 et a également permis de montrer, pour la premiéréois, que
les positions significativement corrélées a I'expssion étaient spécifiques de chaque type

tumoral.

Les p-values ont été considérées comme signifiesitlersque elles étaient inférieures ou
égales a4 5.18
Ainsi,

* pour les GIST 37 CpG sont significativement et inversement &és a I'expression
de PLAGLL c'est-a-dire que lorsque le pourcentage de naithgl augmente
'expression dé’LAGL1diminue. Ce sont les positions : 31, 33, 36, &/,39, 41, 42,
43, 44, 47, 48, 51, 52, 53, 55, 56, 57, 58, 5968062, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 75, 78,
81, 82, 86, 91, 105, 116 (Figure 92 ; Tableau 31).

 Pour les LPS 19 positions sont significativement et inversemeorrélées a
I'expression d°LAGL1.Ce sont les positions : 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,18) 14, 15 16,
22,46, 49, 115, 118 (Figure 92 ; Tableau 32).

e Pour les LMS 6 positions sont significativement et inversememtrrélées a
'expression dePLAGL1 Ce sont les positions : 1, 4, 5, 6, 7, 33 (Figd2e Tableau
32).

e Pour les US16 positions sont significativement corrélée&adression déPLAGLL
Ce sont les positions : 26, 27, 28, 29, 30, 3233336, 45, 51, 54, 58, 105, 107, 109
(Figure 92 ; Tableau 32).
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Figure 94 : corrélation entre I'expression de Figure 95 : corrélation entre I'expression de
PLAGL1 et la moyenne de méthylation des CpG PLAGL1 et la moyenne de méthylation des CpG
non significatifs dans les LPS non significatifs dans les GIST
CpG type de sarcome facteurs de transcription CpG type de sarcomd facteurs de transcription
1 LMS LPS PPARy RxRa 46 LPS
2 LPS 47 GIST PAXS5 P53
3 LPS FOXP3(G) 48 GIST SP1 (C)
4 LMS LPS ENKTF-1 PAX5 P53E2F1 E2F 49 LPS PPARy RxRy (G)
5 LMS LPS ENKTF-1 E2F1 51 US GIST PAX5 (G) P53 (G) SPLTFIH (C)
6 LMS LPS 52 GIST PAX5 P53 E2F1 RxRa (G) SP1
7 LMS LPS E2F1 53 GIST TFIH-I
8 LPS 54 us TFII-I
9 LPS RxRa (G) 55 GIST TFIH-I
10 LPS ENKTF-1 GCF GRa (C)- 56 GIST TFIH-I
13 LPS T3R-B1 57 GIST
14 LPS P53 E2F1 RxRa (C)C-JUN 58 US GIST GCF
15 LPS PAX5 (C) P53 (G)E2F1 GRa (C)- 59 GIST E2F1 GCF
16 LPS TFI-N 60 GIST ENKTF-1 E2F NF1ETF
22 LPS 61 GIST ENKTF-1 E2F NF1ETF GCF
26 us ENKTF-1 E2F1 WT-1 EBF 62 GIST ENKTF-1 (C) E2F1 E2F (C) ETF GTF
27 Us PAXS P53 RxRy PPARy GCF 63 GisT PAX5 P53 E2F1 REL-A N(EI;B STAT 4 (G) ETF (C) GCF
28 us ETF GRa 64 GIST REL-A Elk-1 (C) NFKB (Q NFKBL (C) C-ETS (Q)
29 us E2F1 ETF GCF 65 GIST RxRa C-JUN (G)
30 us E2F1 GCF 66 GIST C-JUN XBP1
31 GIST E2F1 GCF 67 GIST ENKTF-1 E2F1 XBP1 (C)
32 us GCF TFII-1 STAT4 c-Ets-1 (G) 68 GIST ENKTF-1 E2F1 GRa (G)
33 LMS US GIST TFII-1 (C) STAT4 () cEts-1 75 GIST PAX5 P53 E2F1
34 us PAXS P53 GCF 78 GIST E2F1
36 US GIST GRa (C) AP20a2(C) ETF (C) GCF 81 GIST PAXS5 P53 E2F1 SP1
37 GIST GCF 82 GIST PAX5 (C) P53 (C) E2F1
38 GIST E2F1 GCF 86 GIST GCF GRa
39 GIST GCF GRa 91 GIST E2F1
41 GIST ENKTF-1 (C) E2F1 105 us E2F1 RxRa RARB FOXP3 C/EBPB (G) T3RBL
42 GIST E2F1 SP1 107 us E2F1 (C)
43 GIST PAXS5 E2F1 P53 SP1 SRY 109 us RxRa
44 GIST 115 LPS RxRa (C) GRB
45 us PAX5 (C) P53 (G) 116 GIST ENKTF-1
118 LPS PAX5 (G) P53 (G) E2F () ENKTF-1 FOXP3 (C)

Tableau 33 : facteurs de transcription susceptiblede se fixer aux CpG significativement corrélés a
I'expression dePLAGL1
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Il apparait que, dans les US, 3 des 16 CpG onbsfficient de corrélation de Pearson positif
signifiant que le pourcentage de méthylation etdression dePLAGL1 augmente dans le
méme sens, les 13 autres positions présentenouréation inverse (Figure 93).

Comme nous l'avons vu plus haut, pour les liposae® et les GIST, le pourcentage de
meéthylation globale est corrélé a I'expressionPdAGL1 Ces deux types de sarcomes ont
respectivement 19 et 37 positions significativenuamtélées a I'expression ¢ AGLL Il est
possible que le grand nombre de CpG corrélé ardésgion, rende la corrélation expression-
méthylation globale significative.

En effet, bien que la corrélation entre la méthgtaglobale et I'expression deLAGL1 soit
significative (Figure 91), toutes les positions dthylation ne sont pas corrélées a
I'expression dePLAGL1 Nous avons donc calculé la moyenne de méthylat®rous les
CpG, hormis les CpG significativement corrélésexpression (moyenne de 99 CpG pour les
LPS et 81 CpG pour les GIST). Ce pourcentage dayiation des CpG non significatifs ne
correle pas avec I'expression BEAGL1(figure 94 et figure 95).

Nous avons pu mettre en évidence des CpG ayant desveaux de méthylation
significativement corrélés a l'expression de I'ARNmde PLAGL1. Ces CpG sont
différents d’'un type de sarcome a l'autre.

Une fois les sites de méthylation dirigeant I'exgsien dePLAGL1 identifiés, une analyse
bioinformatique a été réalisée pour connaitre lastelirs de transcription pouvant
théoriquement se fixer aux CpG corrélés a I'expoesst donc susceptibles de conditionner
lexpression de IARNm de PLAGLL Le site internet ALGEN-PROMO
http://alggen.Isi.upc.egftilisant la base de données des facteurs dectiptisn TRANSFAC

version 8.3http://www.biobase-international.cona/ été utilisé. Les résultats sont reportés

dans le Tableau 33. On peut noter que le factewratscription Rxle (Retinoid X receptor
alpha) est surtout retrouvé associé aux CpG cari@léexpression dans les LPS, le facteur
GCF (Guanylate cyclase 2F) dans les GIST et les GISbalement certains facteurs de
transcription comme P53 ou E2F1 sont retrouvés géusieurs types de sarcomes et sont
connus pour étre associés, soit a I'expressioRld&GL1 (pour P53), soit a la progression
tumorale (E2F1).
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Figure 96 : CpG corrélés a la fois a I'expressionalPLAGL1 et a un ou plusieurs facteurs cliniques dans

les LMS. CpG 33 corrélé a I'expression (A) et au gide (B) ;
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.1.3.6 Méthylation du promoteur de PLAGL1 et facteurs cliniques

Une analyse statistique univariée a été réalisés daacun des groupes de sarcomes, pour
déterminer si certains CpG étaient corrélés a aegdirs cliniques pronostiques de la rechute
ou de l'agressivité tumorale. En effet, les LMS,,@@ST et LPS sont tres variables d'un
point de vu histologique et clinique. Nous avons awparavant que les CpG régissant
'expression dePLAGL1 étaient différents d’un sous-type de sarcome uétréa Ceci tend a
montrer que les mécanismes régulant la méthylat®ohADN sont différents selon le type de
sarcome considéré. Faire une étude globale deebelnle des sarcomes pourrait mettre en

évidence des vérités statistigues mais n'auraiante réalité biologique.

.1.3.6.1 Corrélation entre méthylation des CpG / expression de PLAGL1 et facteurs

cliniques

Cette étude a permis de mettre en évidence traisiquus corrélées a I'expression BeEAGL1

et a un facteur clinique. Afin de valider les réatd obtenus, nous avons constitué, dans un

2°™temps, une cohorte de validation.

 Dans les LMS$le CpG 33, qui est corrélé a I'expressionRIAGL1 (coefficient de
Pearson = -0,359 et p value = 0,0317), est égaleocoerélé au grade (p-value = 4,12
x 10° FDR = 0,048%) (Figure 96). La cohorte de valiotaticonstituée de 18 tumeurs
a permis de valider ce résultat avec une p-valu€€pG 33 associé au grade de:
0,022.
Ainsi dans les tumeurs de haut grade, le pourcendegméthylation du CpG 33 est
faible, et cette position étant corrélée a I'expi@s, I'expression ddPLAGL1 est
importante. Alors que dans les tumeurs de bas glageurcentage de méthylation du
CpG 33 est important et I'expression d&LAGL1 faible. La méthylation et
I'expression dePLAGL1 seraient des facteurs de mauvais pronostic dans tge

de tumeur.

277



percentage of

@)

percentage of

methylation

Pvalue=0.011
FDR=15.8%

low g'rade high ;;rade

Pearson =-0.461
Pvalue=0.0134

PLAGL1 mRNA
Pvalue=0.023

FDR =24%
|

==

100+ B 100~
Pearzon=-0.4021
754 Pvalue=0.0338 5 o 75
@ O
- o=
. . L]
504 . — T E 2 50+
[ Il E 3
" =
254 . o 25+
0 T T T T T y v 0
0 2 4 6 8 10 12 14
PLAGL1 mRNA
100+ D 100+
Pvalue=0.0243
FDR =10%
75+ 1 s c 754
@ O
D=
sEs
504 5 -1}:1 504
QO
s £
@
254 o 254
0 T v 0
yes no 0
Local reccurence
F
= G1: 13 cases 100+
G2: 15 cases
s S o 754
e | Hyperméthyl a2
: £3 50
. G2
2 %
. Hypométhyle 2 E 5.
= | HR=0Z 95%
ClF[01-07] p=001 ]
H | 0
1 . .
o * © " Années

L]
yes no

metastasis

Figure 97 : CpG corrélés a la fois a I'expressionalPLAGL1 et & un ou plusieurs facteurs cliniques dans
les US. CpG 109 corrélé a I'expression (A), au gradB) et a la récurrence locale (C), CpG 107 corréla

I'expression (D), a survie globale (E) et a la méstase (F)
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Dans les USdeux CpG sont associés a la fois a I'express®oPIAGL1 et a un facteur

clinique.

* Le CpG 107 est corrélé a I'expressionRIAGL 1 (coefficient de Pearson = - 0,461 et
p value = 0,0134) mais également a la survie golalvalue= 0,01, Hazard ratio=
0,2) et a la survenue de métastases (p-value= 0FR2R= 24,7%). La médiane de
survie globale des patients ayant un sarcome évéificié, avec une hypométhylation
dePLAGLY est de 2 ans alors gu’elle est de plus de 1pansles patients ayant un
sarcome indifférencié avec une hyperméthylation RIEAGL1 La cohorte de
validation constituée de 25 tumeurs, a permis ddiroer le résultat obenu pour la
meétastase (p-value =0,047), mais pas pour la s@ovi@lue = 0,3, non significative

en raison de la taille de I'échantillon analysé),

* Le CpG 109 est corrélé a I'expressionRIEAGL1 (coefficient de Pearson = -0.402 et
p-value = 0.0338) mais également au grade (p-val0€bl1ll, FDR = 15,8%) et a la
récurrence locale (p-value = 0,0243, FDR = 20%)s @ssultats n'ont pas pu étre
confimés dans la cohorte de validation : la positi@9 n’est pas corrélée au grade (p-
value = 0,19 non significative due a la mauvaidaraz de I'échantillon : 25 grade 3
contre 4 grade 1 et 2), ni a la récurrence locplealue = 0,52 non significatif en
raison de la mauvaise balance de I'échantillon :ti#®eurs ne présentent pas de
récidive locale contre seulement 7 qui récidivaealement). Ainsi, les tumeurs de bas
grade présentent une méthylation importante du ptemn de PLAGL1 et une
expression faible d®LAGL1 alors que les tumeurs de haut grade ont une faible
meéthylation du promoteur dELAGLL1 et une expression faible. Les tumeurs ne
récidivant pas ont une méthylation du promoteurPd&\GL1 plus élevée que les
tumeurs récidivantLa méthylation et I'expression dePLAGL1 seraient donc des
facteurs de mauvais pronostic dans les sarcomes ifférenciés. Mais ces
obervations necéssiteraient d’étre confirmées dansne cohorte de tumeurs plus

importante et mieux balancée.

» Dans les GIST et les LR8ucun CpG corrélé a I'expressionfleAGL1n’est corrélé

a un facteur clinique.
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CpG Metastasis Locale Reccurence Grade globale survival
p-val FDR p-val FDR p-value | FDR p-value FDR

8 0,0234 |24,72%| 0,0429 | 20,15%

17 0,0133 | 26,13%

46 0,0154 |24,72%

49 0,0395 |27,65%

53 0,0377 | 20,15%

56 0,0407 | 20,15%

59 0,0317 | 20,09%

61 0,0456 |27,65%| 0,0436 | 20,15%

62 0,0484 | 21,13%

66 0,0329 | 20,09%

74 0,0444 | 20,15%

76 0,0335 | 20,09%

77 0,0169 | 20,09%

78 0,0151 |24,72%

80 0,0202 |24,72%

81 0,0372 |27,65%| 0,0406 | 20,15%

83 0,0223 | 20,09%

84 0,0335 | 20,09%

86 0,0169 | 20,09%

87 0,0249 |24,72% 0,0009] 5,49%

88 0,0004]4,19%

89 0,0025 | 20,09%

91 0,0200 |24,72%| 0,0200 | 20,09% |0,0045]10,64%

92 0,0269 |24,72% 0,0365]30,74%

93 0,0298 | 20,09%

94 0,0332 | 20,09%

96 0,0068 |24,72%| 0,0238 | 20,09%

97 0,0489 |27,65% 0,0308]28,97%

98 0,0120]15,78%

99 0,0100]15,78%

100 0,0163 | 20,09%

101 0,0036]10,64%

102 0,0183 | 20,09% |0,0319]28,97%

103 0,0044]10,64%

104 0,0251]26,97%

106 0,0348 |27,65%| 0,0100 | 20,09% 0,0083 | 26,13%

107 0,0230 |24,72% 0,0025 | 26,13%

108 0,0180 |24,72%| 0,0152 | 20,09%

109 0,0243 | 20,09% |0,0110]15,78%

110 0,0061 |24,72% 0,0067 | 26,13%

111 0,0340 | 20,09%

113 0,0272 |24,72%| 0,0099 | 20,09% |0,0234|26,97%| 0,0101 | 26,13%

114 0,0093 |24,72%| 0,0061 | 20,09% 0,0117 | 26,13%

Tableau 34 : récapitulatif des CpG corrélés a un oplusieurs facteurs cliniques dans les US
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.1.3.6.2 Autres sites de méthylation corrélés aux facteurs cliniques

Outre les CpG associés a la fois a I'expressianiet facteur clinique, nous avons pu mettre
en évidence un certain nombre de CpG dont la nedibyl n’était pas liée a I'expression de
PLAGL1mais était liée a un ou plusieurs facteurs cliagyu

Par exemple, le niveau de méthylation du CpG 95 tEGIST est associé a la classification
de Miettinen avec une p-value a 0,0013 et un FDR%8 %. Les tumeurs classées comme
« a bas risque » sont significativement moins mé#sypour le promoteur deLAGL1 que

les tumeurs de «risque intermédiaire » ou «a hague ». L’hyperméthylation de
PLAGL1 sur le CpG 95 est un facteur de mauvais pronostidans les GIST.Le CpG 19
dans les LMS est lié a la survie globale avec uwvalpe de 0,002 et un FDR de 27,9 %
(Figure 98).

L’hyperméthylation en 19 est un facteur de mauvaipronostic.

Mais c’est dans les sarcomes indifférenciés quuule grand nombre de CpG a pU étre corrélé
a des facteurs cliniques.

Ainsi,

18 CpG sont associés a la survenue de métastese€pG 8, 46, 49, 61, 78, 80, 81,
87,91, 92, 96, 97, 106, 107, 108, 110, 113 et 114.

e 13 CpG sont associés au grade, ce sont les Cp88891, 92, 97, 98, 99, 101, 102,
103, 104, 109 et 113.

6 CpG sont associés a la survie globale : 17, 108, 110, 113 et 114.

e 27 CpG sont associés a la récurrence locale : %639, 61, 62, 66, 74, 76, 77, 81,
83, 84, 86, 89, 91, 93, 94, 96, 100, 102, 106, 108, 111, 113 et 114.

Ces sites de méthylation associés a des factemiguas, ainsi que les p-values et FDR
associées, sont répertoriés dans le Tableau 34.
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CpG facteurs de transcription
8

17 RxRa (C) E2F1

19 E2F1 APa2 GRa

46

49 PPARy RxRy (G)

53 TFII-1

56 TFII-I

59 E2F1 GCF

61 ENKTF-1 E2F NF1ETF GCF
62 ENKTF-1 (C) E2F1 E2F (C) ETF GTF
66 C-JUN XBP1

74 PAXS5 (G) P53 (G) RxRat
76 E2F1 EBF GRa (G)

77 E2F1 (G)

78 E2F1

80 PAX5 (G) P53 (G) E2F1 SP1ETF
81 PAX5 P53 E2F1 SP1

83 ENKTF-1 XBP1(G)

84 E2F1 GCF C/EBPa (C)

86 GCF GRa

87 GCF TFII-I

88 GCF

89 E2F1 (G) RxRa RARP

91 E2F1

92 E2F1 (C) GRa

93 E2F1 GCF SRY LEF1 TCF4E (C)
94 E2F1 GCF SRY (Q)

95 E2F1 GCF AP2a2 (G)

96 GRa (C) AP2a2(C) HIF1
97 E2F1 RxRa (G) HIF1

98 PAX5 (G) P53 (G) RxRa.E2F1 (C)
99 PAX5 (C) P53 (C) E2F1

101 PAX5 P53 E2F1 (C) WT-1 RxRa (G)

102 E2F1 RxRa

103 E2F1

104 C-JUN

106 E2F1

107 E2F1 (C)

108 E2F1

109 RxRa

110 ENKTF-1 E2F1 EBF

111 E2F1 ENKTF-1

113 GATA3 (G)

114 GATA3 AP20aA

Tableau 35 : récapitulatif des facteurs de transcption pouvant potentiellement se fixer aux CpG corélés

a un ou plusieurs facteurs cliniques
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Une fois les sites de méthylation significativemeotrélés aux facteurs cliniques identifiés,
une analyse « bioinformatique » a été réalisée pounaitre les facteurs de transcription
pouvant théoriquement se fixer aux CpG corrélésfaateurs cliniques et donc susceptibles
de conditionner la survenue de métastases ouVespar exemple. Nous avons utilisé le site
internet ALGEN-PROMO, comme pour identifier les teags de transcription pouvant se
fixer aux CpG corrélés a I'expression IEAGLL Les résultats sont reportés dans le Tableau
35.

Globalement, on peut voir que les facteurs de trgptgon les plus souvent retrouvés associés
a la métastase sont : E2F1, PAX5, P53, GCF et.&Bs protéines associees a la récurrence
locale sont : E2F1, GCF, GRRxRu et TFII-I ; celles liées au grade sont : E2F1, BAKCF

et RxRu ; celles associées a la survie sont : E2F1 et BNKT

L’'analyse de la méthylation du promoteur dePLAGL1 par pyroséguencage a permis d

D

mettre en évidence des CpG corrélés a la fois axfgression dePLAGL1 et a des facteurs
cliniques et des CpG uniquement corrélés a des faetrs cliniques, pouvant avoir une

valeur pronostique.

.1.4 Conclusions générales

Ce travail a permis de montrer de facon originale :

» L’apport du pyroséquencage pour I'étude exhaustivele la méthylation de 'ADN
de promoteur ayant un grand nombre de CpG,

» Les conditions indispensables a I'analyse d’ilot Gp de grande taille,

* L’intérét d'une étude exhaustive de I'ensemble desites de méthylation d’un Tlot
CpG,

* Que le niveau de méthylation de I'ensemble des Cpd# I'llot P1 dePLAGL1 était
corrélé a I'expression de son transcrit dans lesghées de sarcomes étudiées
contrairement aux tumeurs de sarcomes séléctionnées

e Qu'il existait une signature de méthylation des turaurs, différente de celle du
tissu sain,

* Quil existait une signature de meéthylation proprea chaque type de sarcome,
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Que quelques CpG de Illot P1 du promoteur dePLAGL1 étaient reliés a
I'expression dePLAGL1 et que ces CpG étaient spécifiques de chaque tyge
sarcome,

Que trois CpG de Illot P1 du promoteur de PLAGL1 étaient corrélés a
I'expression dePLAGL1 et a des facteurs cliniques (un dans les LMS etaedans
les US),

Que de nombreux CpG pouvaient étre reliés a des furs cliniques, sans I'étre a
I'expression,

Que la méthylation et / ou I'expression dePLAGL1 pouvaient constituer un

facteur de bon ou de mauvais pronostique, selon $arcome considérée.
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.2 Discussion de la partie : régulation transcriptionnelle

.2.1 Etat des connaissances sur PLAGL1

En 1997, Spenglest al., utilise un test de clonage par expression chenlgis, mis au point
précédemmen{Spengler et al., 1993) pour identifier de nouveaux récepteurs couplés a
'adenylate cyclase. Ce test permet d’identifiernouveau gene de 667 acides aminés que
I'équipe nomme Zacl, pourZinc finger gene involved in_Aooptosis and_Cll cycle arrest
1. Ce géne est essentiellement exprimé dans leagraeun niveau trés faible dans le cortex,
le bulbe olfactif, I'hnypothalamus, I'hippocampe... imdres fortement dans I'hypophyse
antérieure. Des expériences de clonogénicité eprdifération ont montré qu&ac était
impliqué dand’arrét du cycle cellulaire en GO/G1 et dankapoptose tout commeTP53,
qui était jusqu'alors le seul géne connu a réumas deux activités. De plugac inhibe la
formation de tumeur chez la souris xénogreffée riglee et al., 1997).
En 1998, la méme équipe met en évidence I'homoldgueain deZac qu’il nommehZac
mais qui sera plus tard renomEAGL1 (PLeiomorphic Adenoma_Gene Like 1) en raison
de son homologie avec les génes de la faRilAG (PLAG1let PLAGL2 (Kas et al., 1998).
Varraultet al., montrent dans cette étude que le locus du §meGL1 ou hZacest situé en
6024-925 uneregion fréiquemment délétéedans de nombreuses tumeurs solides comme
dans le cancer du sein, de I'ovaire, les astrocg®au les carcinomes rénaux (Varrault et al.,
1998).
En 1997 I'équipe d’Abdollahi « découvre » un gendant pour une protéine a doigts de zinc
guelle nommeLOT1 pour «lost on transformation 1 » situé en 6q24-25 et dont
'expression est perdue dans les cellules cancése(@&sbdollahi et al., 1997). Ces deux
équipes ont mis en évidence le méme géPleAGL1 La localisation de ce géne, son réle
dans l'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire ontpermis de qualifier PLAGL1 de gene
suppresseur de tumeur.
C’est en 2000, que Mamoru Kamiya met en évidenceétpulation de I'expression de
PLAGL1 par méthylation de son promoteur (Kamiya et &0®. La méme année, Graziella
Piras découvre qugac], la forme murine d®PLAGLJ, est ungéne d’empreinteet que seul
l'allele paternel s’exprime dans des fibroblastesbe/onnaires murins (Piras et al., 2000).
Depuis, de multiples études ont mis en évidenaogplication de modifications de I'empreinte
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parentale de°PLAGL1 au cours de I'oncogenese, conduisant a sa pestgmssion. Cette
perte d’expression était due soit a une méthylaties deux alléles du gene, soit a une perte
d’hétérozygotie (perte de I'allele paternffamikihara et al., 2005), (Lemeta et al., 2007),
(Bilanges et al., 1999]Leal et al., 2007).

Les études suPLAGLYZadLotl ont souvent été transcriptomiques et montrent parée
d’expression du transcrit dans de nombreux canBergacon générale, les quantifications de
'ARNmM de PLAGL1ont porté sur de petits nombres de lignées cethslau de tumeurs de
patients. Ainsi l'article publié en 2005 par Basilal.,comparent le niveau d’expression du
transcrit PLAGL1 dans des tissus épidermiques normaux, 18 cas denaaes
basocellulaires et 8 cas de carcinomes spinocieal@Eugenia et al, 2005). En 1999,
Bilangeset al., quantifient par Northern blot le niveau d’expressde 'ARNm dePLAGL1
dans une vingtaine de cas de cancers du sein efrenbrune expression variable mais
globalement faible dePLAGL1 (Bilanges et al, 1999). De la méme facon en 2005,
Kamikiharaet al., mettent en évidence une perte d’expressioRIld&GL1 dans une dizaine
de tumeurs ovarienngXamikihara et al.,, 2005). Les études portant sur I'expression de
PLAGL1 dans des tumeurs cérébrales portent égalemeninspetit nombre de tumeurs et
quelques lignées cellulairéHide et al., 2009), (Lemeta et al., 2007).

Aucun article publié a ce jour sur PLAGL1 ne montre de relation entre le niveau

d’expression de ’TARNm dePLAGL1 et certains facteurs cliniques.

L'implication de PLAGLY sa signalisation et son expression ont essesttielt été étudiées
dans des cancers d'origine épithéliale ou hémaébipoie. L'objectif de notre travail a
consisté a étudier le niveau d’expression deLAGL1 dans la troisieme classe de cancer :
les sarcomes.

Les sarcomes sont des cancers d’origine mésencbysmatreprésentant un groupe tres
hétérogéne de cancers parmi lesquels : les lipmsas (LPS, présentant une différenciation
adipeuse), les léiomyosarcomes (LMS, exprimant gestéines spécifiques du tissu
musculaire lisse), les sarcomes indifférenciés gample : les myxofibrosarcomes et les
histiocytofibrosarcomes malins MFH qui ne présenpas de ligne de différenciation claire)
et les tumeurs stromales gastro-intestinales (QI&1Ir Gastro Intestinal Stromal Tumoke

but était de déterminer siPLAGL1 pouvait avoir un réle diagnostique ou pronostique

dans ce type de tumeurs et de comprendre les mod#esrégulation de son expression.
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.2.2 Expression de PLAGL1 dans les cellules tumorales

.2.2.1 Expression de PLAGL1 dans les sarcomes

Les sarcomes sont des cancers des tissus de sadractérisés par de nombreux
remaniements genomiques. Le geheAGL1est souvent remanié dans les cancers, puisque sa
perte d’expression fréquente est due, soit a upermgéthylation de son promoteur, soit a une
perte d’hétérozygotie. Afin d’établir le profil gémique dePLAGL1 dans les sarcomes, le
statut de son gene a été étudié dans certains tgesmrcomes : a génomique complexe
(LMS, US), a amplification (LPS) et dans les GIST.

Les analyses génomiques réalisées sur les qugitiees de sarcomes ont montré que le gene
PLAGL1 était remanié dans les trois lignées de ligarcomes contrairement a la lignée

de leiomyosarcomeDans les tumeurs, la région chromosomique contéaa@enePLAGL1

n’était pas remaniée dans les sarcomes, mais souvamplifiée ou délétée dans les GIST

Parallélement, le profil transcriptomique BEAGL1 a été étudié sur ces quatre lignées de
sarcomes et sur les 89 tumeurs ayant été analgaé€GH.

Les données de puces Affymetrix, confirmées par-§&R, montrent quBLAGL1n’est pas
exprimé dans la lignée MFH148 issue d’un léiomysare. En revanchBLAGL1est exprimé
dans les lignées issues de liposarcomes, mais aidemux variable. En effeBLAGL1 est
fortement exprimé dans les cellules MFH128, et iex@ra un niveau intermédiaire dans les
cellules LPS78 et LPS80.

Les lignées exprimanPLAGL1 montrent une expression relativement importantsque
toutes ont un niveau d’expression supérieur a adgervé dans le tissu mammaire normal,
souvent utilisé comme contréle positif (Bilangesaét 1999). La lignée MFH128 a une
expression tres supérieure a celle mesurée ddissleplacentaire, I'un des tissus exprimant
le plusPLAGL1(Valleley et al., 2007).

Par la suite, le profil d’expression de 'ARNm &#AGL1 a été étudié dans différents

sarcomes. Pour cela, nous avions a dispositionrdesltats d’'une analyse par puces

transcriptomiques affymetrix et Agilent sur 89 twrse réalisée par Frédéric Chibon a
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I'Institut Bergonié. Cette analyse porte sur un boertres important de tumeurs appartenant a

différentes sous classes de sarcomes.

Nos résultats montrent que les sarcomes a la eliféér des autres types de cancers étudies,
présentent unexpression variable de TARNm dePLAGL1 allant de 2,6 a 15 (niveau
d’expression exprimé en lgget non pas une perte d’expression systématigeeplDs, il
apparait que |e&IST et les LPS présentent une expression dRLAGL1 significativement

plus importante que dans les LMS et les US

A ce jour, nous n‘avons pas d’explication a cetteasvation. Néanmaois, il a été montré que
les GIST et les LPS surexprimaientrf@rqueur de différenciation CD34 (Miettinen and
Lasota, 2001), (Suster and Fisher, 1997). Le mamqueD34 est une sialomucine
transmembranaire impliquée dans I'adhérence irdlaire qui est fortement exprimé dans
les cellules hématopoiétiques, les cellules ddaqdas, les cellules endothéliales, certaines
cellules mésenchymateuses. Il a été montré quprkssion de ce marqueur était associée a
une signature moléculaire impliguant de nombrewegéonPLAGL1(Chang et al., 2008).
Cet article a mis en évidencedarexpression dePLAGL1 dans les cellules CD34+Ainsi,

la surexpression de PLAGL1 observée dans les GISTes LPS pourrait étre liee a
I'expression de CD34. De plus, les liposarcomesimgnt également PPARjui est un gene
clé de la différenciation adipocytaire (Horvai €t 2008). Or il a été montré qURPARG est

un géne cible dBLAGL1(Barz et al., 2006). AinsPLAGL1 pourrait jouer un réle dans la
differenciation adipocytaire en induisant I'expresson de PPARy (Barz et al., 2006).
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.2.2.2 Rdle pronostique ou diagnostique de '’ARNm de PLAGL1 dans les sarcomes

Les études publiées sur I'expression de TARNnPHAGL 1 consistent en général a comparer
le niveau d’expression du transcrit BEAGL1 entre plusieurs lignées cellulaires ou entre
différents tissus, ou a rechercher, par hybridatiosity, la localisation du transcrit. Mais peu
d’études ont été menées pour connaitre la relamre I'expression d®LAGL1 et des
données cliniques, et cela sur un nombre impodantimeurs de patients.

L’ hypothése d’'un rdle pronostique ou diagnostigue d6ARNmM de PLAGL1 dans les
sarcomesa donc été étudiée. Une analyse univariée papgrda tumeurs (LMS, US, LPS et
GIST) a été effectuée. De facon surprenadéms les LMS I'expression dePLAGL1 est
plus importante dans les tumeurs de haut grade quéans les tumeurs de bas gradde
méme,PLAGL1 est plus exprimé dans les LMS dédifférenciés qued LMS difféerenciés

Or une tumeur bien différenciée est moins agressivae meilleur pronostic qu’'une tumeur
dédifféerenciée. De la méme facodans les US,PLAGL1 est moins exprimé dans les

tumeurs ne récidivant pas(sans métastase ou sans rechute locale).

Pour la premiére foiszes résultats suggérent qu®LAGL1 pourrait étre un facteur de
mauvais pronostic Ces observations sont trés surprenantes puisggea’a ce jourPLAGL1
était décrit comme un germippresseur de tumeuy bien qu’il appartienne a urfamille
d’'oncogenes En effet, PLAGL1 est un des trois membres de la famieAG (pour
PLeiomorphic Adenoma Gene) qui compte égalere®GL2et PLAG1 Tous deux codent
pour des facteurs de transcription a doigts de @imeme I'est PLAGLL. Les trois facteurs de
transcription sont caractérisés par une grande lomieode séquence, surtout en N-terminal,
région qui compte 7 doigts de zinc de typgi£primordiaux pour la liaison a I’ADN. Bien
gue ces trois protéines a doigts de zinc soiesatsirailaires, elles ont des réles distincts.
PLAGL1 est un oncogéne situé en 8ql2 qui est la ciblaedimanslocation t(3 ;8)(p21 ;q12)
dans les adénomes pléomorphes de la glande saliGeci aboutit a la fusion dLAG1 et

du géne de Ig3-caténine CTNNBJ) qui induit I'expression constitutive de PLAG1 et
linhibition de I'expression de laB-caténine. PLAG1l qui est surexprimé dans les
hépatoblastomes et les lipoblastomes, induit I'eggion du géne d’empreint@F2 (Zatkova

et al,, 2004). Deplus I'expression de PLAG1 et PLAGL2 est augmentée damsan 20 %

des leucémies myeéloides aiglies et auraient urdadle 'oncogenése de ce type de tumeurs
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(Landrette et al.,, 2005). Bien que PLAGL1 ait été décrit comme un régulateur de I'apep

et du cycle cellulaire et que de tres nombreusetedtaient montré une perte d’expression de
PLAGL1 dans beaucoup de cancers, comme le cancer dBskinges et al., 1999) ode
I'ovaire (Kamikihara et al., 2005), des études récentes ont décrit udle oncogénique de
PLAGL1 dans les glioblastomes

En 2007, Lemeteet al., notent unesurexpression dePLAGL1 dans les glioblastomes
multiformes, dans les méningiomes et les cellules de Purkinjeemeta et al., 2007), alors
gue l'expression dPLAGL1 est perdue dans les astrocytomes de bas grad@O0E
I'équipe de Takuichiro Hide montre 1) que la suikes patients atteints de gliomes est plus
faible si TARNmM dePLAGL1 est exprimé, 2) que I'expression B&AGL1 est importante
dans des zones proliférantes du cerveau et 3) (uuérait un rdole majeur dans la
tumorigenése des glioblastom@ide et al., 2009). Le retard de croissance observé chez les
souris déficientes en PLAGL1 n’est pas cohérent dadonction d’'un géne suppresseur de
tumeur mais est plus en faveur d’un réle oncogé@niarrault et al., 2006 ette dualité de
fonction pourrait ainsi dépendre du type tumoral dans lequel PLAGL1 est exprimé

Notre étude suggere que I'expression du transcriPd&GL1 pourrait étre urfacteur de
mauvais pronostic dans les LMS et les U%aissant supposer g AGL1puisse y avoir un
réle oncogéniqueRar ailleurs, dans les LPS et les GIST, I'expresdi@PLAGL1n’a pu étre
reliée a aucun facteur clinique, suggérant dqIAGL1 ne jouerait pas de réle dans
I'agressivité et le devenir de ces sarcomes. Eiifine faut pas oublier que la présence de
'ARNmM ne prévaut en rien a l'existence systématiqle la protéine responsable de la
fonction, et qu’une régulation post-transcriptiollmede PLAGL1 dans ces sarcomes est

toujours envisageable.

.2.3 Régulation de I'expression de PLAGL1 par méthylation

Nous avons montré gueLAGL1avait un niveau d’expression de son ARNm variablesein
d’'un méme groupe tumoral. Notre objectif a donc @éérechercher lemécanismes de
régulation transcriptionnel de PLAGL1 dans les sarcomepouvant expliquer ces difféerents
niveaux d’expression.

La premiere hypothése que nous avons explorée edigt d'une modification du profil
génomique d€’LAGL1, puisque les sarcomes sont des cancers génétiguaeemnemaniés

(Chibon et al., 2010).
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Nos analyses montrent que, méme dans les tumenésigggement remaniées pour la région
6g (GIST et LPS), il n'y apas de corrélation entre le profii génomique et
transcriptomique de PLAGL1. Les mémes observations ont été faites sur lesdign
cellulaires de sarcomes étudiées (MFH128, MFH148518 et LPS80). Ceci suggere que
I’hétérogénéité dans I'expression BEAGL1observée dans les sarcomes n’est pas due a des

remaniements génomiques.

De facon générale, pour étre exhaustif quant ad&du profil génomique deLAGL1dans

les sarcomes, il aurait été nécessaire de veépfiecisément le nombre de copies de géne
PLAGLL1 Si la CGH a permis de montrer que la région clmsomique contenant le gene
PLAGL1 n’'était pas remaniée dans les sarcomes, la pracidé la technique n’est pas
suffisante pour écarter 'lhypothese de remaniemgatguelques centaines de paires de bases
et donc celle d’'une perte d’hétérozygotie du geh&GL1 Dans les GIST, l'utilisation de
CGH array (plus précise) a mis en évidence desmimments. Bien que ceux-ci ne soient pas
liés a I'expression, il est nécessaire de verifigarésence des deux allelesRIAGL1

La deuxieme hypothése permettant d’expliquer ldabdité d’expression du transcrit de
PLAGL1était unemodification de I'empreinte parentale

En effet, PLAGL1est un géne soumis a I'empreinte parentale, cengluit une expression
monoallélique uniquement dirigée par lalléle pagdr L'expression dePLAGL1 est
conditionnée par deux promoteurs comptant chaculou@pG.

Le premier promoteur, contient I'llot CpB1 constitué dell8 sites de méthylationle
deuxiéme promoteur contient I'll&X2 constitué dd.13 sites de méthylation

Ces deux promoteurs peuvent contréler 'expressemndeux isoformes transcriptionnelles de
PLAGL1L mais dans des tissus distincts. Ainsi, le proomoteontenant I'llot P1 est
majoritairement impliqgué dans la régulationRIeAGL1dans l'ovaire, le placenta, le cerveau
(...) alors que le promoteur contenant I'llot P2rest en jeu dans les leucocytes (Valleley et
al., 2007).

Les premiéres études portant sur le lien entre I'expressePLAGL1et le cancer ont mis en
evidence une perte d’expressionRIeAGL1dans le cancer de I'ovaire et du sein notamment.
C’est dans ce dernier modéle que la perte d’eximesie PLAGL1a pu étre reliée pour la

premiere fois a une méthylation aberrante de somepteur (Bilanges et al., 2001). Effiet,
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le traitement a la 5-azadéoxycytidine de plusidéigreees mammaires entraine I'augmentation
significative de I'expression de 'ARNm dd_AGL1.

En 2000-2001, trois articles portant sur le TNDNab@dtes néonatal transitoire) montrent que
'expression dePLAGL1 est conditionnée par la méthylation de son proarotBans cette
pathologie, le transcrit dBLAGL1 est surexprimé en raison de parte de I'empreinte
parentale due a une absence de méthylation de l'allele melt§Kamiya et al., 2000),
(Arima et al., 2001), (Varrault et al., 2001). Paa suite de nombreux articles ont montré que
la perte d’expression deLAGL1 dans les cancers était duaige méthylation de l'alléle
paternel du promoteur P1 ou a urgerte d’hétérozygotie (Kamikihara et al., 2005),
(Dusica et al., 2004), (Abdollahi et al., 2003).

Nous avons donc étudié la méthylation du promoteur PPHAGL1dans les sarcomes pour
savoir si une variation du niveau de méthylation’ ABN pouvait expliquer I'hétérogénéité
de I'expression dBPLAGL1

.2.4 Apport de la technique de pyroséquencage pour I'étude de la méthylation
de 'ADN

Les études effectuées jusqu’a présent sur la nagibyldu promoteur deLAGL1ont surtout
ete réalisees par MSP (Methylation Specific PCR), dans une moindre mesure par
séquencage.

» La MSP est une technique classique pour étudiendshylation de I'ADN. Elle
permet d’amplifier spécifiguement et de facon distee 'ADN méthylé et ’ADN non
méthylé par PCR, en utilisant des amorces contenanfpolymorphisme (C/T)
spécifiques du niveau de méthylation. La posities dmorces sur un ou deux sites de
méthylation permet d’assurer la spécificité du pibdormé. Cependant, la MSP ne
permet de connaitre que le niveau de méthylatienGpes contenus dans les amorces
mais pas des CpG du fragment de PCR.

* Le séquencage, apres sous clonage du produit deap&R au préalable été traité au
bisulfite de sodium, est une technique robustepguinet potentiellement de connaitre
le pourcentage de méthylation de tous les sitea dat, mais cette technique est
colteuse et fastidieuse. De plus, le séquencags afumage de la séquence d’intérét

peut induire un biais par le choix des clones aisgcer. En effet, certaines séguences
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Figure 99 : exemple d’étude de la méthylatiod’'|GSF4 par MSP et séquencagéRohrs et al., 2009)

(les ronds vides représentent les sites non métlmjds que les ronds pleins représentent les
sites méthylés)
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 peuvent se cloner plus facilement que d’autrestaicey plasmides peuvent se
transformer plus facilement que d’autres, ceci pdanhc biaiser le calcul du

pourcentage de méthylation.

Dans le cas dPLAGLY] les analyses de méthylation réalisées par séggenge couvrent en
général qu’une dizaine de CpG (Valleley et al., 20@r, plusieurs études montrent qlee
méthylation de 'ADN n’est pas homogene le long diuilot (Yang et al,, 2008), (Lopez-
Serra et al., 2008), (Nabilsi et al, 2009), (Rohrs et al, 2009). Le choix de la zone a

séquencer induit donc, la encore, un biais potentie

Un exemple de ce biais possible a été donné phrsket al., en 2009. Dans cet article, les
auteurs ont étudié la méthylation du promoteur €oedGSF4: dans un premier temps par
MSP, en choisissant des amorces dans le premierex@nsuite par séguencage, en prenant
des amorces en amont du premier exon. Comme on lpeuwbir sur la Figure 99, la
méthylation n’est pas homogene et la MSP surévdduanéthylation par rapport au
séquencage.

Nous avons donc choisi d’étudier les 118 sites deéthylation de Iilot P1 par
pyroséquencage.

Cette technique permet dgantifier précisément le niveau de méthylation de chaque CpG
d’'un produit PCR sans passer par une étape degdor@omme pour la MSP, I'ADN a
étudier est traité au bisulfite de sodium puis aieppar PCR sans discriminer 'ADN
méthylé du non méthylé. Pour finir TADN est ségoénCette technique a I'avantage d'étre
rapide puisque 96 échantillons peuvent étre sé@sesienultanément et directement car |l
n'est pas nécessaire de cloner les produits PCRt ale les séquencer. Toutefois, cette
technique ne permet de séquencer qu’'une centaipaicks de bases. Il faut donc plusieurs

PCR et plusieurs séquencages par PCR pour couniiotentier.

.2.5 Mise en évidence d’un profil de methylation

Le pourcentage de méthylation d’'une centaine dectusna été mesuré afin de vérifier
I’hypothese selon laquelle la variabilité du nivebexpression d®LAGL1dans les sarcomes

serait due a des différences de méthylation dgpsmmoteurNous avons sélectionné des
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tumeurs pour lesquelles des études de CGH aridgy ptices Affymetrix avaient été réalisées.
Ainsi 35 LMS, 28 US, 14 LPS et 11 GIST ont été gsés.

De facon surprenante, cette étude a permis de erogtre laméthylation n’était pas
homogene le long de l'llot P1 le pourcentage de méthylation variant d’'un Cpl@udtre. La
grande majorité des études publiées a ce jourasométhylation de 'ADN met en relation la
méthylation de quelques CpG choisis au hasard lémgaression, mais peu d’études ont été
meneées sur un grand nombre de sites de méthyldtmeque quelques sites sont étudiés,
méme si le pourcentage de méthylation differe ddpG a l'autre, ceci n’est pas pris en
compte, seul la moyenne de méthylation est util@a établir la corrélation avec le profil

transcriptomique du géne d’intérét.

Néanmoins, quelques articles récents mettent emt #hatérogénéité de la meéthylationle
long d’'un flot CpG. Grafét al.,ont ainsi comparé le profil de méthylation d’uriegtaine de
CpG de Illot CpG du promoteur de I'E-cadhérine sltnois lignées de cancer du sein. lls ont
établi que le profil de méthylation différait d’'uignée a l'autre mais aussi d'un CpG a
lautre. De plus/e profil de méthylation semble évoluer en fonctiordes conditions de
culture puisque la méthylation de certains sites de matinyl change de fagon significative
selon que la culture se fait en monocouche ou e(G3&ff et al., 2000). Cecitend & montrer
que I'environnement influe sur la méthylation de 'ADN et permet I'adaptation du
phénotype cellulaire. L’hétérogénéité du profilmdéthylation a également été montrée pour
les génes RB dans le rétinoblastom@tirzaker et al., 1997), CX26 (connexine 26) dans le
cancer du seiffTan et al., 2002) et TP15 dans la leucémie myéloide aigy®odge et al.,
1998).

Les études réalisées jusqu'a présent ne concernant qu'uit pemnbre de CpG, il était
difficile de mettre en évidence de telles variasiate la méthylation d’'un CpG a l'autre.
L'utilisation de technique de séquencage et de g®goencage permet une avancee des
connaissances sur la répartition de la méthyldgoilong des ilots CpG. Il est probable que
RB, TP15 CX26 E-CadetPLAGL1ne soient pas des exceptions, mais que la granfieitéa
des ilots CpG présentent une hétérogénéité de rattmy

L’article de Pacet al.,va encore plus loin et montre que la méthylatisinhétérogene le long

d’'un flot CpG mais également que la méthylatioreltains CpG est différente d’'un cancer a
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l'autre, et entre le tissu normal et le tissu tuah@Pao et al.,, 2001). Il existerait donc une
signature de méthylation propre a chaque type de cancer et igratsire permettant de
discriminer le tissu sain du tissu tumoral : ce&GQeuvent alors étre considérés comme des
marqueurs tumoraux.

Nous avons donc analysé la méthylation BEAGL1 en regardant 1) si la méthylation de
PLAGL1 était différente dans le tissu normal et tumota’ié existait une signature tumorale
de méthylation, 2) s’il existait une signature deétimylation propre a chaque type de

sarcomes.

.2.5.1 Signature tumorale de méthylation de '’ADN

Le profil moyen de méthylation de chaque groupsaleome (GIST, LMS, LPS, US) a été
comparé au profil de cellules primaires fibroblqsés. Ces cellules ont été choisies car elles
représentaient le meilleur modele de tissu saimespondant aux sarcomes. En effet, les
sarcomes ne dérivent pas forcement du tissu danttumeurs présentent la ligne de
différenciation. Le tissu musculaire ou adipeuxregrésente donc pas forcément le meilleur
tissu sain pour étre comparé aux sarcomes.

Nous avons calculé les écarts entre la moyenneétleyfation de chaque groupe au niveau de
chaque CpG et le pourcentage de méthylation dégle=lfibroblastiques. Nous avons pu
constater que tous les groupes tumoraux étudiéerdvan profil similaire entre eux par
rapport aux fibroblastes et que certains CpG avaiantaux de méthylation similaire dans
tous les groupes mais tres différent de celui dhestilastes.

Ainsi, les CpG 22, 45, 57, 70 et 73 ont un pouragatde méthylation différent d’au moins 20
a 50 % par rapport a un modéle de cellules salriégide de la méthylation de ces CpG
peut donc permettre de distinguer un tissu sain d'm tissu tumoral. L'étude de ces
guelques sites est facile a intégrer dans le psosede diagnostic, mais pour cela il faudrait
avant tout confirmer ces résultats sur un pand faltge de tissus sains et tumoraux.

Pour une application clinique, il serait intéressa@ comparer la méthylation de ces CpG,
dans du tissu sain, du tissu tumoral et du tisgegircéreux. En effet, il existe un nombre
important de lésions précancéreuses apparentéessaarmes. Pouvoir discriminer les

tumeurs malignes et bénignes par méthylation sgl@stinformatif que de pouvoir
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différencier du tissu normal et tumoral, facilemeidientifiable par une observation
anatomopathologique.

L’'autre amélioration possible de cette signaturaisede pouvoir quantifier le pourcentage de
méthylation de ces CpG sur un échantillon sangDas études récentes, sur le cancer du
poumon par exemple, montrent que la méthylatiort pae utilisée pour diagnostiquer une
tumeur en utilisant un prélévement sanguin. Enteffesang de patients atteints de cancer
peut contenir des cellules tumorales, ceci peraietin diagnostic plus précoce (Palmisano et
al., 2000).

.2.5.2 Signature inter-tumorale de méthylation de 'ADN

Au sein d’'un groupe tumoral, un profil commun sgatfe. Nous avons, d’'une part, calculé la
moyenne de méthylation de chaque CpG par groupe @i déterminer le profil de
méthylation moyen des LMS, US, LPS et GIST. D’aytaet, nous avons fait la moyenne des
profils de tous les sarcomes (tous sous-types odof) et nous avons calculé les écarts entre
la moyenne de chaque groupe et la moyenne gértasigarcomes afin de mettre en évidence
les positions spécifiques de chaque sous-type. &m®nf intéressante, nous avons pu
déterminer plusieur€pG corrélés au type de sarcomeCeci permettrait de classer les types

de sarcomes non plus histologiquement mais d’dpuesiveau de méthylation.

Les CpG les plus intéressants semblent étre |€6n106 et 108 qui, dans les GIST, ont un
niveau de méthylation supérieur ou inférieur auxesugroupes d’au moins 20 %.

Or, les analyses anatomopathologiques ne permgidsrtioujours de distinguer les GIST des
LMS et de nombreuses tumeurs, par le passé, ditguméss comme étant des LMS étaient en
fait des GIST (Katz and DeMatteo, 2008). Il a fattendre I'utilisation de la CGH array pour
mettre en évidence une absence d’homologie enpymfé génomique des GIST et celui des
LMS. La CGH est une technique colteuse et encarggmandue, nos travaux suggerent que
la méthylation des positions 96, 106 et 108 pouamier a diagnostiquer les GIST et a les
discriminer des autres types de sarcomes. Le pyues€age n’'est pas une technique
répandue mais, étant donné le faible nombre de &adlyser, il est tout a fait envisageable
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Figure 100: corrélation entre le pourcentage de méylation globale et I'expression dePLAGL1
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dans un but diagnostique, de quantifier la métlodatdes CpG d'intérét par MSP

guantitative, une technique plus facile a mettr@lane en routine et peu onéreuse.

Nous avons pu mettre en évidence une signature ébytation propre a chaque type de
sarcome qui permet entre autres de discrimineGI&S des autres types de sarcomes. Pour
autant, les différences de méthylation sont trédefa entre les US, les LPS et les LMS, ce qui
suggere que les sarcomes ont des signatures dglatiéth quasi-identiques et différentes des
GIST qui ne sont d'ailleurs plus considérés togidibcomme des sarcomes. Ceci tendrait a
montrer que plus les types tumoraux sont procHes,lps signatures de méthylation le sont
également et inversement plus les types de carmmrgparés sont éloignés plus leurs
signatures de méthylation sont divergentes.

.2.6  Corrélation expression-méthylation

La méthylation est un mécanisme épigénétique delatgn de I'expression des genes. La
majorité des études, portant sur la relation matigh de 'ADN / expression d’'un géne,
correle la méthylation globale d’'un promoteur axpieession de '’ARNm. Notre travail a
permis de montrer que la méthylation globale detI'P1 dePLAGL1 est tres fortement
corrélée a l'expression de 'ARNm deLAGL1 dans les lignées de sarcomes étudiées
(coefficient de Pearson a 0,99 et p-value a 0,08h).revanche, la corrélation entre le
pourcentage de méthylation global et 'expressieRIJAGL1est faible lorsque la totalité des
guatre sous-types de sarcomes est considérée qRears0,249 p-value = 0,0155)a
méthylation globale du promoteur dePLAGL1 est donc peu corrélée a I'expression de
PLAGL1 dans les tumeurs.Etant donné la répartition des tumeurs et la mihygie tres
différente de chaque type de sarcome, il semblaideét que chaque groupe devait étre
considéré indépendamment (Figure 100).

Dans les GIST et les LPS, la méthylation globaleete bien avec I'expression de TARNmM
de PLAGL1 (GIST : Pearson = -0,76 p-value = 0,0065 ; LP®arBon = -0,52 p-value =
0,047). Par contre, de facon surprenante, dansM&s et les US, la méthylation globale de
IMlot P1 du promoteur ddPLAGL1 n'est absolument pas corrélée a I'expression ae so
ARNmM (LMS : Pearson =-0,016 p-value = 0,92 ; URarson = -0,107 p-value = 0,059).

311



312



Contrairement au dogme établg meéthylation globale n’est donc pas toujours liéea
I'expression des genedDe plus en plus d’articles démontrent que, p@utains genes, seuls
guelques sites de méthylation d’'un flot CpG conditent I'expression du géne. En 2002,
larticle de Tanet al., va dans ce sens. Il met en avant I'importancecldsters de
dinucléotides CpG regroupant un petit nombre de sites de méthylatmnditionnant
'expression du gene de la connexine 26 dans de€ds de cancers du s€ifan et al.,
2002). Dela méme facon, les travaux portant sur la régulation épégique du gengFP36
codant pour la TTP (tristetrapoline) publiés en @@ar Sohret al., indiquent que seuln
CpG dirige I'expression du geneZFP36dans le cancer du fo{€ohn et al., 2010).

Nous avons donc analyseé la corrélation entre chaque Cg@xgiression dd°PLAGL1et cela
pour chaque groupe tumoral. Nous avons mis en ge@@ue seulgiuelques sites de
méthylation étaient liés a I'expression dePLAGL1. Comme cela avait été montré
récemment, seuls certains CpG d'un ilot CpG coowlitent I'expression d’'un gene
(Karayan-Tapon et al, 2010), (Yan et al, 2009). Le nombre de sites de méthylation
corrélés a I'expression est variable d’'un type tcaha I'autre : 6 CpG dans les LMS, 19 dans
les LPS, 16 dans les US et 36 dans les GISduls quelques CpG significativement
corrélés a I'expression sont communs a plusieurs gupes En effet, les CpG n° 1, 4, 5, 6 et
7 sont corrélés a I'expression BeAGL1dans les LMS et les LPS ; les CpG n° 36, 51 et 58
sont corrélés a I'expression 8 AGL1dans les US et les GIST ; le CpG n° 33 est coaélé
'expression dePLAGL1 dans les LMS, les GIST et les US. En calculanintayenne de
méthylation des positions significativement reliéd&xpression dans chaque groupe et en la
reliant & I'expression ddPLAGL1, nous avons amélioré de facon trés significatige |
coefficient de corrélation obtenu, par rapport &iogbserve lors de I'approche « méthylation
globale » dans les LMS et les US et, dans une meimeésure, dans les LPS et les GIST. Le
grand nombre de sites significativement corrélésxpression dPLAGL1dans les LPS et
les GIST expliqgue que la méthylation globale puigsee significativement corrélée a
'expression dePLAGL1 Ce sont ces sites qui rendent la corrélationifsigtive dans les
tumeurs, car lorsqu’on regarde la corrélation etdrenoyenne des CpG du promoteur de
PLAGL1 aprés avoir exclu les CpG corrélés a I'expressiafie-ci n’est plus significative.
Parmi les CpG significativement corrélés a I'expres dePLAGL1dans les US, trois étaient
corrélés positivementc'est-a-dire que I'augmentation du pourcentagmdthylation sur ces
sites était liee a une augmentation de I'expresseiALAGLL Ceci est en désaccord avec le

dogme selon lequel la méthylation est un mécanishibiteur de I'expression des géenes.
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Quelgues études montrent que les protéines dedi@d’ ADN ayant un réle de répresseur de
la transcription peuvent se lier a des séquenaeteicant des CpG et bloquer I'expression des
genes lorsque ces CpG sont déméthylés. Par camsque ces sites sont méthylés, ces
répresseurs ne se fixent plus, il y a une levééimgbition et 'expression des genes est
augmentégPipaon et al, 2005), (Nabilsi et al, 2009). De facon générale, ces résultats
montrent quela position des amorces de PCR choisie pour une dypse par MSP est
primordiale et doit étre adaptée pour chaque tisset chaque géne étudidl apparait donc
que I'expression dBLAGL1dépend du niveau de méthylation de quelques Gp€sde I'Mlot
P1 et non pas des 118 CpG. Il existerait donc gesnts chauds » de méthylation au sein
de Ilot CpG de PLAGL1. Ces « points chauds » sont plus ou moins regsodaeés I'flot.
* Dans les LMSles CpG reliés a I'expression sont pour 5 dei$e,ssitués au début de
I'llot,
» dans les LPSla majorité des CpG corrélés a I'expression egtaupée dans les 20
premiers sites de méthylation,
* dans les USla moitié des CpG corrélés a I'expression estoggge entre les CpG 26
et 36,
» dans les GIS]Tces sites sont surtout dans le deuxiéme tiefdate
On peut également noter que les CpG corrélés arkssion sont consécutifs, ainsi les CpG
51 a 68 sont tous liés a I'expressionRIAAGL1 dans les GIST par exemple. Le fait que ces
sites soient spécifiques de chaque type de sarcolamsse penser quées voies de
signalisation permettant I'expression dePLAGL1, et donc les facteurs de transcription se
fixant au promoteur de PLAGLXpnt différentes dans chaque type de sarcomeSeci est
en accord avec I'hypothése selon laquidienicroenvironnement influe sur la méthylation
et donc I'expression de certains facteurs€n effet, Graffet al., ont montré que le profil de
méthylation du promoteur de I'E-cadhérine variaitfenction des conditions de culture et
était différent selon le potentiel invasif suggérgue la méthylation de I'E-cadhérine était le
mécanisme donnant I'avantage sélectif aux cellulemrales impliquées dans la formation de
métastasefGraff et al.,, 2000). L’environnement cellulaire joue un réle sur la méthylation de
'’ADN mais I'Environnement en général influe lui i sur la méthylation. Ainsi il a été
montré que I'épigénome de jumeaux monozygotes émuivalent durant les premiéres
annees de vie puis divergeait avec I'age, ce qugésie unréle de I'environnement sur la
méthylation de 'ADN (Ollikainen et al., 2010). Plusieurs études ont mis en évidence

limplication de l'alimentation, I'exposition a lfaiante, a des toxines et a certains métaux
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(...) dans la modification du profil épigénétique deslividus. Ceci pourrait d'ailleurs
expliquer l'apparition de certaines pathologies zcHes personnes plus exposées aux
carcinogeneg¢Barros and Offenbacher, 2009).

Les sarcomes représentent un groupe trés hétérogenameurs, I'environnement cellulaire
propre a chaque type de sarcome peut expliquetetbgénéité des profils de méthylation

constaté et la spécificité des CpG corrélés a fesgion.

Les CpG corrélés a I'expression dePLAGL1 sont variables en fonction du type de
sarcome Ceci suggere que les facteurs de transcriptioiixaat au promoteur deLAGL1
sont spécifigues de chaque sous-groupe ou quexddioin de facteurs de transcription
identiques sur des sites différents permet le teorant de cofacteurs spécifiques de chaque

groupe de sarcomes.

Une analyse de la séquence de I'llot P1 par une tdasdonnées (PROMO) a permis de
déterminer les facteurs de transcription suscegtinle se fixer aux CpG corrélés a
I'expression dePLAGLY, parmi lesquels les protéines RKRE2F1, P53, SP1, TFII-l et GCF
(GC-rich sequence DNA-binding factor). De plus, fasteurs de transcription P53, PAX5,
SP1 et GCF sont susceptibles de se lier aux Cp@iveosent corrélés a I'expression de
PLAGLL1 Ces facteurs de transcription, s'’ils se fixegfiraaent comme des répresseurs. Ce
réle de répresseurs de la transcription a été mgmdur GCF qui est capable d’inhiber
I'expression de 'EGFR ou de factine par exempl@eguinot et al., 1995), (Johnson et al,,
1992). SP1partage le méme site de fixation que GCF et a été égalemhécrit comme
répresseur de la transcriptiifaid et al.,, 1999).

Parla suite, il serait intéressant de mettre en évidencdaleteurs de transcription se fixant
réellement aux sites de méthylation de I'llot Pfin de montrer la sensibilité de fixation de
ces protéines a la méthylation de 'ADN et de déteer si les facteurs de transcription sont

spécifiqgues a chaque type de sarcomes.

.2.7 Méthylation et facteurs cliniques

Ces CpG corrélés a I'expression BleAGL1 conditionnent la transcription du gene. Or nous

avons pu démontrer que I'expressiorRIAGL 1 était associée a certains facteurs cliniques.
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Des travaux mettent en évidence le rble pronosiigueiagnostique de certains CpG dans des
cancers (Ferreri et al., 2004), (Karayan-Tapon.e2@10).

Nous avons donc recherchélesiniveau de méthylation des CpG de I'llot P1 dPLAGL1
pouvait avoir un role pronostique ou diagnostique dns les sarcomesPour cela nous
avons compareé le niveau de méthylation de chaque @p Illot P1 dePLAGLL1 avec le
grade, la rechute locale, la différenciation tunferka rechute locale...

Cette analyse statistique nous a permis de mettévidencaun grand nombre de CpG liés

a des facteurs cliniquessurtout dans les US. Parmi ces CpG, certainsnétéigalement

corrélés a I'expression d_AGL1

Dans les LM$SIe site de méthylation n°33 est corrélé a I'expregs et au grade Plus cette
position est méthylée, plus I'expression RIeAGL1 est faible et plus la tumeur est de bas
grade. Ceci a été mis en évidence dans la prem@rerte de LMS puis validé dans la
deuxiéme cohorte de tumeutsexpression de PLAGL1 et son hypométhylation sur le
CpG 33 sont donc des facteurs de mauvais pronostians les LMS Le fait que tous les
CpG corrélés a I'expression ne soient pas touglésriau grade comme le CpG 33 peut avoir
deux raisons :

* Le facteur de transcription qui se fixe spécifigeatau CpG 33 lorsque celui-ci n’est
pas méthylé, influe sur I'expression 8AGL1 mais également sur celle d’autres
géenes. C’est I'ensemble de ces geénes qui modifigpHénotype et augmente
'agressivité tumorale

* La méthylation du CpG 33 pourrait étre réguléeaimm plus fine que les autres CpG
corrélés a I'expression d&LAGL1 Le CpG 33 serait donc un marqueur plus précoce
gue les autres CpG. La méthylation sur ce siteitauma gamme de pourcentage plus

importante qui rendrait la corrélation avec le éactclinique significative.

Dans les USI'étude réalisée sur la premiére cohorte de tunaepermis de montrer que le
CpG n° 107 était corrélé a I'expression, a la métease et a la survie ; le CpG 109 était
corrélé a I'expression, a la récurrence locale etuagrade. Pour ces deux CpG, plus la
méthylation est faible, plus I'expression BEAGL1 est forte, plus les tumeurs sont de haut

grade et plus le risque de rechute locale et dastaste est grand'expression dePLAGL1
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Figure 101 : modéle d'interaction entre deux génesitués sur deux chromosomes différents
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et son hypométhylation sur les sites de méthylation® 107 et 109 sont donc des facteurs
de mauvais pronostic dans les US

Le fait que tous les CpG corrélés a I'expressiorsaient pas corrélés aux facteurs cliniques
peut s’expliquer de la méme facon que pour les LDESfacon surprenante les deux CpG 107
et 109 ne sont pas associés aux mémes facteuigueln Ceci peut s’expliquer par
'hypothése selon laquelle les facteurs de trapson qui se fixent aux CpG 107 et 109
dirigent aussi I'expression d’autres génes, le phgre observé ne serait pas uniguement dd a
PLAGL1mais au réseau de genes induits. D’autre paxpriéssion déLAGL1est associée a

la récurrence locale et a la métastase et nonwtesaacteurs cliniques, ceci peut s’expliquer
par un biais d’échantillonnage ou une mauvaisenialales groupes comparés, pour chaque
facteur clinique.

Il est important de noter qu’une partie de cesltét®un’a pas été confirmée dans la deuxieme
cohorte de sarcomes indifférenciés. Ceci peut attebué a la mauvaise balance des
échantillons en fonction de certains facteurs glies comme le grade et la récurrence locale.
Il parait donc nécessaire de valider les résullatda premiére cohorte, en augmentant le
nombre d’échantillon de la cohorte de validatianem prenant soin d’équilibrer autant que

possible les groupes a comparer.

Hormis ces trois positions de méthylation, de naubes autres ont pu étre associées a des
facteurs cliniqgues mais pas a I'expressiofPdAGL1

Dans les GISTle CpG n°95 est associé a la classification dettivien, I’'nypométhylation du

CpG 95 du promoteur d@LAGL1est un facteur de bon pronostic dans ce type talmor

Dans les LMS$Ile CpG 19 est lié a la survie globale.

Dans les USun grand nombre de positions sont associéesnétiastase, au grade tumoral, a
la récurrence locale et a la survie. De plus, oest€pG sont, dans les Ugxédictifs pour
plusieurs criteres tumoraux: les CpG 106 et 114 sont ainsi associés a laesues de
métastase, a la récurrence locale et a la survbalg, le CpG 110 est associé a la survenue de
meétastases et a la survie (.Dans ces deux sarcomes (LMS et US), 'lhypométhylat du

promoteur de PLAGL1 est un facteur de mauvais pronostic

L’association entre certains CpG et des facteursqcles alors que ces CpG ne sont pas
corrélés a l'expression dBLAGL1 peut s’expliquer par I'hypothése selon laquelles de

facteurs de transcription se fixeraient a la feipeomoteur d®LAGL1et a celui d’autres
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genes, I'expression des autres genes donnant fepipé& observé (Figure 101). Le niveau de
méthylation de ces CpG ne serait donc qu'un mameegRLAGL1 ne serait pas la cause du
phénomene observé. De plus, il a été montré queaddsurs de transcription fixés a un
promoteur peuvent 1) réguler plusieurs génes réguaé meéthylation et situés sur le méme
chromosome(Movassagh et al., 2010), 2) interagir physiquement avec le promoteur de

génes situés sur d’autres chromosomes et en comuiti I'expressiofiZhao et al.,, 2006).

La plupart des études portant sur le lien entre méthylatieri’ADN et facteurs cliniques
établit une association entre méthylation globaléaeteurs cliniques. Par exemple, Vestk
al., en 2008 montrent que la methylation MDKK3 est un facteur pronostique de la survie
globale dans le cancer du sein. La survie a 10eahsle 54 % pour les patierKK3
méthylés contre 97 % pour les patieBt§K3 non méthylégVeeck et al,, 2009). Le méme
type d’étude a été fait sur le cancer de la prostagerévélé que la méthylation du gene APC
était un facteur de mauvais pronostic en augmesignificativement la mortalité de ce type
de cancer (Richiardi et al., 2009). Cependant)upait des études montrant une association
entre la méthylation et des facteurs cliniquest étslisée par MSP ou puces-méthylation,
techniques ne permettant pas de quantifier la ety de chaque CpG d’un lot et donc de

déterminer quels sites de méthylation sont plusquéierement reliés a ces facteurs cliniques.

Le développement de techniques plus résolutivespmle pyroséquencage et le séquencage,
permet en théorie une analyse plus fine de la redtog. Pourtant, a ce jour, les analyses
effectuées par pyroséquencage n'ont pas permisfieirddes sites précis de méthylation
corrélés a des facteurs cliniques, seul la métioylaglobale de quelques CpG a été prise en
compte. Ceci est a I'image de larticle publié é0l@ qui met en évidence un lien entre
méthylation des geneABCB1 GSTPlet FOXC1 et la survie des patients traités par
doxorubicine dans le cancer du s@iejeux et al.,, 2010) ou elui d’Hernandez-Vargast al.,
2010 qui associe la méthylation de plusieurs Cp&saurvie dans carcinome hépatocellulaire
(Hernandez-Vargas et al, 2010). Peu détudes a ce jour déterminent des CpG
spécifiguement associés a des facteurs cliniquese t’elles est une étude réalisée par Lucie
Karayan-Tapon qui montre que seuls certains Cp@rdonoteur du gen®IGMT, déja connu
pour étre un marqueur de l'efficacité de certaickesiothérapies, peuvent prédire la survie

de patients atteint de glioblaston{&arayan-Tapon et al., 2010).
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Notre travail s’'inscrit dans cette évolution technique etaaptuelle qui, par I'utilisation du
pyroséquencage, permet de définir précisement @S Gintérét corrélés a des facteurs

cliniques.

.2.8 Conclusion

En conclusion, ce travail a permis de montrer que :

1) seules quelques positions de méthylation étaiemgliguées dans le contrle de
'expression dePLAGL],

2) certains CpG étaient différentiellement méthyléas le tissu sain et dans le tissu tumoral
et pourraient faciliter le diagnostic

3) des CpG pouvaient étre reliés a certains fasteimiques diagnostiques ou pronostiques

4) la spécificité de méthylation de certains CpGasrction du type de sarcome considéré.

Nos résultats suggerent que a@aterations épigénétiquespourraient étre utilisées comme
marqueurs moléculaires d’agressivité tumorale et permettre un meilleuagdostic, un
meilleur pronostic et orienter la prise en chaigenjiothérapie, radiothérapie) en fonction de
la probabilité de rechute ou de I'agressivité tuampar exemple.

L’étude de la méthylation du promoteur BEAGL1dans les LMS et les US a réveélé que sa
méthylation était urfacteur de mauvais pronosti¢ tout comme le montraient les analyses
d’expression de 'ARNm dePLAGL1 dans ces types tumoraux. Les différences sont
statistiquement beaucoup plus significatives dassdtudes de méthylation que dans les
études transcriptomiques, ce qui tend a montrer lgueLAGL1 serait un marqueur plus
sensible ou plus précoce que 'TARNm. Ceci est eéoracavec les connaissances actuelles qui
tendent a monter que dépimutations (mutations au niveau épigénétique, variation de la
méthylation de 'ADN) seraient deghénomeénes précoces de la tumorigenes€ela a
surtout été envisagé pour les genes d’emprdBE2 et H9, il n’est donc pas impossible
gu’une épimutation dBLAGL1soit également un phénomene précoce de lI'oncogenes
Nous avons également montré que le méme gene pé@ireaun facteur de bon et de mauvais
pronostic selon le type de tumeur. En effet, L'e@gsion dePLAGL1 est debon pronostic
dans les GIST, de mauvais pronostic dans les LM8seUS. Alors que la méthylation des

CpG corrélés a I'expression B&AGL1est de mauvais pronostic dans les LMS et les US.

325



326



Dans les sarcomesPLAGL1 semblerait avoir deux fonctionsoncogéne et tumeur
suppresseur en fonction du contexte cellulaire ; ce que cestarticles suPLAGL1tendent
déja a montrer. En effet, si le réle de suppresdetumeur est établit poRLAGL1dans les
cancers hormono-dépendants comme le sein, le @anclévaire ; des articles sur les
glioblastomes et les neuroblastomes suggerenPgA&L 1 puisse agir comme un oncogene.
Le contexte cellulaire pourrait conditionner legegde signalisation stimulant I'expression
de PLAGLL1 Il est également probable que la déterminatiomdtiel dePLAGL1 dépende de

cofacteurs protéeiques spécifiques, interagissagt RLAGL1dans chaque type de cancer.

Dans les LPS'analyse effectuée, qu’elle soit sur la cornéliatentre I'expression deLAGL1

et les facteurs cliniqgues ou sur la méthylation pdamoteur dePLAGL1 et des facteurs
cliniques, n'a pas révelé de réle pronostic ou miesjc dePLAGLL Il est probable que
PLAGL1n’ait aucune fonction dans ce type de cancer duygait une absence de protéine et
donc de conséguence de I'expression de 'TARNmesphénotype.

Dans les GISTseul un site de méthylation a pu étre relié @dasification de Miettinen mais

il ne I'est pas avec I'expression @AGLL Il est possible que I'’échantillon trop faible de
tumeurs (10 dans chaque cohorte) conduise a ungaisaubalance des groupes lors de la
comparaison entre la méthylation des CpG et Idérdifits facteurs cliniques. Il parait donc
nécessaire d’augmenter le nombre de GIST a anapmar pouvoir déterminer si certains

CpG sont pronostiques ou diagnostiques.

.2.9 Perspectives

Pour valider ce travail, il serait intéressant deef une étude similaire sur un ou plusieurs
autres types de cancersomme le cancer du sein et / ou de I'ovaire pawos si, comme
dans les sarcomes, seuls quelques CpG conditiofiegptession dePLAGLY, si PLAGL1
peut étre utilisé comme facteur clinique et siaieg CpG sont pronostiques de I'agressivité
ou de la survie dans plusieurs cancers.

D'un point de vue plus fondamental, il serait isggant d'identifier les facteurs de
transcription qui guide lI'expression deLAGL1 et qui seraient sensibles au niveau de

méthylation des CpG corrélés a I'expression oufaateurs cliniques.
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Par la suite, il semble indispensable de testetitia desagents déméthylantscomme la 5
aza-deoxycytidine, (décitabine) utilisée en cligqurincipalement sur les cancers
hématopoiétiques pour tester leurs actions sutigieses de sarcomes. D’une part, il serait
intéressant de connaitre l'influence de ces drogesla prolifération et I'apoptose, et
déterminer si ces traitements sont pertinents a@ansype tumoral. D’autre part, il serait
intéressant de vérifier la sensibilité a la méttigtade ’ADN, des facteurs de transcription se
fixant aux CpG corrélés a I'expressionRIeAGL 1

Nous avons déja testé un agent déméthylant conthingon avec un inhibiteur d’histone
deacétylase (5AZd& TSA) selon différentes cinétiques et a différertescentrations sur 3
lignées (MFH148, LPS78 et LPS80) sans avoir pumneth évidence de démeéthylation du
promoteur de PLAGL1 par pyroséquencage. Il est possible que ces kgrsment

« réfractaires » a la 5AZdC. Une alternative aillsdtion d’agents déméthylants serait
d’utiliser des siRNA dirigés contre les DNMT1 et 8& afin de bloquer la méthylation de
I’ADN.
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Deuxieme partie : régulation post-
transcriptionnelle de PLAGL1, dans les

sarcomes
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Figure 102 : immunofluorescence sur HelLa non transfctées (A) ou transfectées avec pRK7-ZAC (B).

Marquage de PLAGL1 en vert et des noyaux au Hoech83258

334



.1 Résultats de la partie : régulation post-transcriptionnelle

.1.1 Rappel sur I'expression du transcrit de PLAGL1 dans les sarcomes

Comme abordé dans la premiére partie des résuttatanalyses par puces transcriptomiques
ont permis de mettre en évidence une expressidabl@ide 'ARNmM dePLAGL1dans quatre
types de sarcomes et quatre lignées de sarcomes.

A ce jour, peu d’articles ont été publiés sur I'egsion de la protéine PLAGL1 endogéene
dans différents types cellulaires. L'un des obfeatie notre travail a donc été de caractériser
'expression protéique de PLAGL1 dans les sarcontless des tumeurs et dans des lignées
afin de mettre en évidence d’éventuels mécanisngesédulation post-transcriptionnelle
épigénétique.

Pour cela, le niveau d’expression de TARNmMRIEAGL1,quantifié par puce Affymetrix ou
Agilent, a été confirmé par gRT-PCR dans les quajrees de sarcomes et dans les cellules
HeLa. Ces cellules ont été utilisées pour les egpées de surexpression en raison de leur
grande facilité et efficacité de transfection. GERT-PCR ont montré que les cellules
MFH128 exprimaient fortement TARNmM deLAGLJ, contrairement aux cellules MFH148
qui ne I'expriment pas du tout. Les cellules LPST8PS80 expriment TARNm dBLAGL1

a un niveau similaire et intermédiaire par rappot cellules MFH128 et MFH148.

.1.2  Expression de la protéine PLAGL1

.1.2.1 Lignées

Une fois I'expression du transcPL_AGL1 caractérisée, I'expression de la protéine PLAGL1

a eté évaluée par immunofluorescence et westetn-blo

L'immunofluorescence a tout d’abord été mise awnpeur des cellules Hela, transfectées
avec pRK7-ZAC, un plasmide codant pour la formeylemde PLAGL1 (Figure 102).
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Figure 103: expression de la protéine PLAGL1 (en v8 dans les cellules : A : MFH128, B : MFH148, C :
LPS78, D : LPS80, E : HelLa transfectées avec pRK7AL, noyaux des cellules marqués au Hoechst 33258

(en bleu)

PLAGL1 e d

actine

Figure 104 : validation de I'anticorps anti-PLAGL1 en western blot, expression de la protéine PLAGL1
dans les cellules Hela transfectées avec pRK7-ZAC€ dans les cellules HeLa non transfectées (marquage

de I'actine a été utilisé comme témoin de charge)

PLAGL1 T

actine TS - =

Figure 105: expression de la protéine PLAGL1 dank lignées de sarcomes visualisée par western-blot
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Plusieurs anticorps ont été testés, mais seuledsent anticorps (un monoclonal de souris de
chez ABnova et un polyclonal de chez Santa Crug,regonnaissent tous deux les deux
isoformes de la protéine PLAGL1) ont permis de reeth évidence une expression nucléaire
et homogene de la protéine PLAGLL1.

Une fois 'immunofluorescence mise au point, 'eegsion de la protéine PLAGL1 a été
recherchée dans les quatre lignées de sarcomesn€om peut I'observer sur la Figure 103,
les cellules MFH128 expriment la protéine PLAGLInslde noyau, a un niveau quasi-
identique a celui des cellules Hela transfectées & construction pRK7-ZAC. Ceci est en
accord avec les résultats obtenus lors de I'apero@nscriptomique de PLAGL1 dans cette
lignée. Les cellules MFH148, qui n’expriment paSRNm de PLAGL1, n’expriment pas la
protéine. En revanche, les lignées LPS78 et LPS s de liposarcomes expriment TARNmM
de PLAGL1, mais aucune expression de la protéinAGL n'a pu étre constatée en
immunofluorescence.

Pour confirmer les données d’'immunofluorescencenileau d’expression de la protéine
PLAGL1 a également été évalué par western-blot.sDanlittérature aucun western blot
n'avait été fait sur la protéine PLAGL1 endogéna.rhise en évidence de I'expression de
PLAGL1 avait exclusivement été faite sur cellulessfectées avec un plasmide codant pour
PLAGL1 couplé a une étiquette.

Le but de notre travail étant de mettre en éviddog@ression endogene de PLAGL1 dans
des lignées de sarcomes, il a fallu dans un pretaieps mettre au point les conditions du
western-blot.

Cette mise au point, comme celle de 'immunofluceese, a été faite sur des cellules HeLa
transfectées avec pRK7-ZAC. L'utilisation d’'un a&etips a fagon (Eurogentec) a permis de
mettre en évidence la présence d’'une bande a 50c&baspondant a la protéine PLAGL1
dans les cellules Hela transfectées avec pRK7-A%Dde absente dans les cellules HelLa
non transfectées (Figure 104).

Une fois la technique de western-blot mise au pdaxpression de la protéine PLAGL1 a été
recherchée dans les lignées de sarcomes, leseseliglLa transfectées avec pRK7-PLAGL1
ont servi de controle positif. Les résultats obterm Western-blot ont confirmé ceux de
immunofluorescence : seule la lignée MFH128 exila protéine PLAGL1 a 50 kDa.
L'utilisation d’'un anticorps différent pour I'immufluorescence et le western blot permet
d’écarter I'hypothése selon laquelle la protéineABL1 ne serait pas visualisable dans les

lignées de sarcomes LPS78 ou LPS80 car tronquée ldgmartie reconnue par I'anticorps.
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En log 2 Take off

MFH128 2.179 12.63 15
MFH148 0.93 2.7 26.5
LPS78 4,652 7.97 18.9
LPS80 1.797 8.32 19.1
Tissu. 21.7
mammaire
Tissu
placentaire 16.7
Hela
transfectées g
avec pRK7-
ZAC
GIST 15
GIST 17.6
LPS 1.41 13.66

Tableau 36: tableau récapitulatif des données obtenues surddignées de sarcom, le tissu mammaire et
placentaire, ainsi que sur deux GIST et ulLPS. Immunofluorescence marquage PLAGL1 en vert et

marquage des noyax en ble.- Hoeschst. Immunocytochimie marquage PLAGL1 en DAB
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De facon inattendue, on observe que les LPS78 etb&d qu’'exprimant 'ARNm de

PLAGL1, n’expriment pas la protéine.

.1.2.2 Tumeurs

Afin de connaitre le niveau d’expression de la ¢ire@ PLAGL1 dans des tumeurs de
patients, I'immunohistochimie sur coupes de pamaffa été mise au point. Pour cela,
'anticorps utilisé pour les immunocytofluorescesice été testé sur des cellules Hela
transfectées avec pRK7-ZAC et incluses en paraffirableau 36). L'anticorps Santa Cruz
utilisé en immunofluorescence a permis de visualisgpression de la protéine PLAGL1

dans les cellules Hela transfectées et inclusgmeifine.

Ensuite, cet anticorps a été testé sur des tismlissien paraffine décrits dans la littérature
comme exprimant 'ARNm de PLAGL1 en trés grande mjit@, et donc susceptibles
d’exprimer la protéine. Ainsi une immunofluorescercété réalisée sur du tissu mammaire et
du tissu placentaire (clinisciences) inclus en fiim@a De facon surprenante, les
immunofluorescences réalisées sur ces deux tisens pas permis de visualiser la protéine
PLAGL1 (Tableau 36). Toutefois, il parait nécessalteffectuer ces immunofluorescences
sur plusieurs échantillons de tissus mammairedageeptaires avant de tirer des conclusions
guant a I'expression de la protéine PLAGL1 danstisssis. En effet, il est possible que dans
le placenta, I'expression de la protéine soit \@ean fonction du stade de développement de
ce tissu.

Des immunomarquages ont été effectués sur deux @ikih liposarcome pour lesquels le
niveau d’expression de 'TARNm de PLAGL1 était coniuinsi, nous avons choisi un LPS
qui exprimait fortement TARNm de PLAGL1, deux GIS&xprimant, I'un faiblement et
'autre fortement TARNm de PLAGL1 (Tableau 36).

De facon inattendue, le LPS exprimant fortemenRIMm n’exprimait pas la protéine et le
seul GIST pour lequel une expression protéique &tpconstatée était celui qui exprimait
faiblement TARNmM de PLAGL1. Pour ces tumeurs, ¢irhage de ce qui a été observé pour
les lignées, il n'y pas de corrélation entre lasfifs transcriptomique et protéique.
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Dégradation  par

l l Méthylation
l protéasome

Mutation
microRNA

Figure 10€: schéma récapitulatif et hypothéses de travalil

Hoesch PLAGL1 Superposition

Figure 107: immunofluorescence, marquage de PLAGL1 dans lesRS78 (A) non traitées et dans le
LPS78traitées 24h au MG132 a 5uM (B)

Figure 108 visualisation des produits de R-PCR sur gel d'agarose mettant en évidence 'ampldation
des deux isoformes d'ARNmM de PLAGL1 dans les MFH12@\), les MFH148 (B), les LPS78 (C) ees
LPS80 (D)
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Plusieurs hypothéses peuvent expliquer I'absenerpdéssion protéique de PLAGL1 dans
les cellules ou les tumeurs exprimant le transigiPLAGL1 :
e une mauvaise conformation de la protéine qui engeai une dégradation de la
protéine par le protéasome,
* Une mutation qui modifierait la demi-vie de la ok,

* Une inhibition de la traduction par des microRNA.

.1.3 Hypothéses pouvant expliquer la dichotomie des profils transcriptomiques

et protéiques de PLAGL1 dans les sarcomes

.1.3.1 Hypothese d’une modification de la demi-vie de PLAGL1

Si des altérations de la méthylation du promoteudPldAGL 1 expliquent I'inadéquation entre
les profils génomique et transcriptomique des kgnét des tumeurs, nous avons exploré
plusieurs hypothéses pour comprendre l'inadéquatiotie le profil transcriptomique et
protéique des lignées et des tumeurs (récapitsiéds Figure 106).

Pour déterminer si 'absence de protéine PLAGLI1t éize a une dégradation de la protéine
par le protéasome, les cellules LPS78 et LPS8Qi(eapt ’TARNmM dePLAGLY) ont donc été
traitées 24 h avec 1, 5 ou 25 pM de MG132 (un itdilb du protéasome). L'expression de
PLAGLL1 a ensuite été recherchée par immunofluoresceMais, aucune augmentation du
signal n'a pu étre constatée. Une dégradation @gsrétéasome n’expliquerait donc pas
'absence de protéine PLAGL1 dans les LPS78 efg&fufe 107).

.1.3.2 Hypotheése de mutations de PLAGL1

La deuxieme hypothése pour expliquer I'absence m#eipe PLAGL1 dans les lignées

LPS78 et 80 est une mutation dans les séquencesnuges par les anticorps utilisés aussi
bien en immunofluorescence qu’en western-blot. Pgawoir si la protéine PLAGL1 est

mutée dans les lignées de sarcomes, la séquerlteRidm a été clonée grace au systéeme
TOPO-TA (Invitrogen) puis séquencee.

Les ARNm de chaque lignée : MFH128, MFH148, LPIF8580, ont été amplifiés par PCR

a l'aide d’amorces choisies en amont du codon STAREN aval du codon STOP de la
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PLAGL1 native 1 mathspogkshogeahcektfnrkdhlknhlgthdpnkmafgeescogkkyntmlgykrhlalhaassgdltegvealelystevlldhlkahaeekppsgtk
PLAGL1 mutée 1

PLAGL1native 101 ekkhgodhoercfytrkdvrrhlvvhtgekdf logfeagqrfgrkdhltrhtkkthsge lnkeslgtgdllstfhtispstglkasalppfp lgasagqngl
PLAGL1 mutée 101

PLAGL1 native 2Z01 as=slpaevhsltlsppedaagpigplpeslaslhpsvepgspppplpnhkynttstaysplaslplikadtkgfenislfedlplgepgspgklnpgfdla
PLAGLImutée 201 viuvvvnnnnnnssnnnnn T

PLAGL1native 3g1 kgnagkwnlpkelpadavnltipasldlspllgfuglpppatgntfgnstlalgpgeslphr lsclgggogepp lamgtvslgglplppiphvisagtgs
PLAGL1 mutée =571

PLAGL1native 301 silphfhhafr
PLAGL1 mutée 401

Figure 109: comparaison des séquences protéiquesPIeAGL1 sauvage et de PLAGL1 traduite dans les
LPS78
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séquence codante dd.AGLL1 Le contréle sur gel, a permis de confirmer qudidaée
MFH148 n’exprimait absolument pas 'ARNm 8&AGL1 En revanche, deux amplicons ont
pu étre obtenus pour les trois autres lignées (Ei§08). Les deux amplicons correspondent
aux deux isoformes d’ARNmM permettant la traductdes formes courte et longue de la
protéine PLAGL1. Les deux amplicons obtenus ontcdété clonés en TOPO TA et
séquencés avec des amorces universelles s’hybadald plasmide.

Il apparait que les lignées MFH128 et LPS80 negmtést aucune mutation de 'ARNmM de
PLAGLL En revanche, la lignée LPS78 présente une matatoctuelle d'une cytosine en
thymine aboutissant a la synthése d’'une valine@dee d’'une alanine en position 220 de la
forme courte et 272 de la forme longue de la pnet&LAGL1. Cette mutation est retrouvée
dans les 3 clones séquencés pour chaque formequ®téeourte et longue, deLAGL1
(Figure 109). Cette substitution reste un acidenanmion polaire et ne semble pas expliquer
I'absence de protéine en immunofluorescence etenrestot.

L’absence de la protéine PLAGL1 dans les celluleST8 et LPS80 ne peut étre expliquée ni
par une demi-vie courte de la protéine, ni par oraivaise conformation engendrant sa
dégradation par le protéasome, ni par une mutajionempécherait une détection par les
anticorps utilisés en immunofluorescence ou enewvedilot.

Pour écarter totalement cette derniere hypotheaearait été nécessaire de cloner ’ADNc de
la forme mutée en aval d’un promoteur fort et dadfecter des cellules HelLa par exemple

pour voir si la protéine méme mutée pouvait s’axer.

343



344



.1.4 Identification de microRNA pouvant potentiellement cibler PLAGL1

La derniere hypothese envisagée était celle d'ukgulation par des microRNA. La
surexpression de certains microRNA dans les ligndes78 et LPS80 pourrait expliquer
pourquoi la protéine ne s’exprime pas alors qual transcription de TARNm dBLAGLL1 A
linverse une sous-expression de ces microRNA seesponsable de la forte expression
protéique dé°LAGL1dans les MFH128.

Comme nous avons pu le recapituler plus haut, €eabl36 et Figure 106) les données
obtenues dans les lignées MFH128 et MFH148 montieatcorrélation entre I'expression
transcriptionnelle et protéique @&.AGL1 En revanche, dans les lignées LPS78 et LPS80, on
observe une expression de TARNmMRIAGL1mais pas de la protéine.

Les microRNA sont de courtes séquences ARN quixantf aux régions 3'UTR de leurs
genes cibles et entrainent une inhibition de leduction. Pour vérifier cette hypothése, nous
avons entrepris de transfecter des cellules exptiaAGL1 avec des microRNA. Si ces
microRNA régulenPLAGL1alors I'expression de la protéine PLAGL1 devraitiduer.

Or, a ce jour, pres d'un millier de microRNA oné édlentifés dans les cellules humaines. Il a
donc fallu identifier les microRNA pouvant ciblIBLAGL1 Pour cela, nous avons interrogé
plusieurs bases de données en libre acces sunehfgour savoir s’il existait des microRNA
qui pouvaient, en théorie, se fixer a la régionTRIdePLAGLL En effet, plusieurs bases de
données prédisent la fixation de microRNA aux mgi®@UTR en utilisant chacun un
algorithme propre. Le recoupement des informatfmosenant de plusieurs bases de données

permet de fiabiliser les résultats obtenus.

Ainsi, une analyse bioinformatique sur difféerenteses de données a donc été réalisée a
I'aide de plusieurs logiciels :
» PicTar et DIANA qui reposent sur une étude thernmaalyique pour déterminer les
microRNA pouvant se lier au 3'UTR d’intéréit{p://pictar.mdc-berlin.d§/(Griin et
al,, 2005), (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/micrpKiriakidou et al., 2004).
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Séquence base de données autres cibles locus
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG target scajPic Tar PLAG1 13g14.3
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA target scajPic Tar PLAG1 3026.1
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG target scajPic Tar PLAG1 3026.1, 139143

hsa-miR 023a AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC | miRBasePic Tar,taget sca 19p13.12
hsa-miR 023b AUCACAUUGCCAGGGAUUACC Pic Tar 9g22.32
hsa-miR 034a UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU miRBasePic Tar PLAG1 1p36.22
hsa-miR 034b*| UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG miRBase PLAG1 11g23.1
hsa-miR 96 UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU Pic Tar, target scan 7932.2
hsa-miR 101 UACAGUACUGUGAUAACUGAA miRBase 9p24.1, 1p31.3
hsa-miR 103 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA miRDB 5035.1
hsa-miR 105 UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU miRDB Xg28
hsa-miR 107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA miRDB 10g23.31
hsa-miR 125a UCACAGUGAACCGGUCUCUUU Pic Tay target scan PLAGL2 19913.33
hsa-miR 125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA Pic Tar,target scan PLAGL2 11g24.1
hsa-miR 128-a UCACAGUGAACCGGUCUCUUU miRDB, DIANA 2021.3
hsa-miR 128-b DIANA
hsa-miR 135a| UAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGA miRBasemiRDB 3p21.1
hsa-miR 135b UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGA miRDB, miRBase 1g31.1
hsa-miR 137 UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG miRBase 1p21.3
hsa-miR 146b 5p UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU miRBase 10g24.32
hsa-mir 154 UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG miRDB 14g32.31
hsa-miR 181a ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC miRBase PLAG1
hsa-mir 195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC target scapPic Tar 17p13.1
hsa-miR 216b AAAUCUCUGCAGGCAAAUGUGA miRBase 2p16.1
hsa-miR 222 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU miRBase 11Xp3
hsa-miR 297 AUGUAUGUGUGCAUGUGCAUG miRBase chromosome 4
hsa-miR 351 target scan
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA target scan PLAG1 Xq26.3
hsa-miR 490-3p CAACCUGGAGGACUCCAUGCUG miRDB 7933
hsa-miR 497 CAGCAGCACACUGUGGUUUGU target scan 17pl13.1
hsa-miR 503 UAGCAGCGGGAACAGUUCUGCAG target scan PLAG1 X(g26.3
hsa-miR 510 UACUCAGGAGAGUGGCAAUCAC miRBase Xg27.3
hsa-miR 520d 3p AAAGUGCUUCUCUUUGGUGGGU miRBase 19g13.41
hsa-miR 523 GAACGCGCUUCCCUAUAGAGGGU miRBase 19g13.41
hsa-miR 573 | CUGAAGUGAUGUGUAACUGAUCAG miRBasemiRDB 4p15.2
hsa-miR 578 CUUCUUGUGCUCUAGGAUUGU miRDB 4932.3
hsa-miR 587 UUUCCAUAGGUGAUGAGUCAC DIANA 6021
hsa-miR 606 AAACUACUGAAAAUCAAAGAU DIANA 10g22.2
hsa-miR 618 AAACUCUACUUGUCCUUCUGAGU miRBase 12g21.31
hsa-miR 633 CUAAUAGUAUCUACCACAAUAAA miRBase 17g23.2
hsa-miR 801 | GAUUGCUCUGCGUGCGGAAUCGALC miRBase 1p35.3
hsa-miR 888* GACUGACACCUCUUUGGGUGAA miRBase Xg27.3
hsa-miR 1254 | AGCCUGGAAGCUGGAGCCUGCAGU miRDB 10g21.3
hsa-mir-1271 CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA target scan 5g35.1
hsa-miR 1279 UCAUAUUGCUUCUUUCU miRDB (60) chromosome 12

Tableau 37 : récapitulatif des microRNA pouvant thériquement se fixer au 3'UTR dePLAGL1 obtenu

aupres de plusieurs bases de données, leur séqueneears cibles connues faisant partie de la famillde

PLAGL1 et leur locus dans le génome humain
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miRBase (anciennement Sanger), repose sur une dwude complémentarité pour

déterminer les microRNA pouvant se lier a la régi@UTR dintérét

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdoasgets/vS) (Griffiths-Jones et
al., 2008)

TargetScan, repose sur une étude de complémentarité du «spedr déterminer les
microRNA pouvant se lier a la région 3'UTR d’inter@ttp://www.targetscan.orpy/
(Lewis et al., 2003)

Cette analyse a permis de prédire la fixation de 45 microRBIA la région 3'UTR de

PLAGL1 Parmi ces microRNA potentiels, quatre ont étésiba’apres leur récurrence dans

les bases de données et leurs cibles déja conooe®té sélectionnés des microRNA qui
ciblaient également les deux autres genes de ldidatie PLAGL1 : PLAG1 et PLAGL2) :
les microRNA 15a, 15b, 16, et 424ui de facon intéressante appartiennent tousnéélae
famille de microRNA : mir 15/107.

1.5

1.5.1

Test en cytométrie

Principe du test

Pour savoir si I'expression protéique BeEAGL1 est régulée par ces microRNA, nous

avons développé un test en cytométrie permettamisiliser la capacité de fixation d’'un

microRNA donné sur un ARNm.

Classiqguement, pour tester la fixation de microRBlAa région 3'UTR d'un géne, le

fragment 3'UTR est cloné en aval de la luciférdsetransfection des cellules exprimant le

ou les microRNA avec cette construction ou le pidentontenant uniqguement la luciférase

peut avoir deux issues.

Soit le(s) microRNA(s) ne s'est pas fixé alors iy ra pas de différence de
luminescence entre les cellules exprimant la lvagfé seule et celles exprimant la

luciférase couplée au 3'UTR.
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Figure 110 : principe du test en cytométrie permettant dejuantifier la capacité de certains microRNA &
se fixer au 3'UTR dePLAGL1
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Figure 111 : différence de fluorescence de 'EGFPpaés ajout du 3'UTR dePLAGL1
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Figure 112 : principe du test en cytométrie permetint de quantifier la capacité de certains microRNAa se
fixer au 3'UTR de PLAGL1 avec ajout des microRNA d'intérét
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» soit le(s) microRNA(s) s’est fixé au 3'UTR et ilayune diminution de la luciférase
dans les cellules exprimant la luciférase coupl@eB&TR et celles exprimant la

luciférase seul€Boutla et al., 2003).

Ce test a été adapté pour une analyse en cytordétflax. En effet, le 3'UTR deLAGLla
été cloné en aval de 'EGFP dans le plasmide pEGBP:-es cellules HeLa ont été choisies
pour effectuer ce test car elles se transfectetitefaent et présentent un fort taux de

transfection de I'ordre de 90 % avec I'agent dagfaction Exgen (Euromedex) (Figure 110).

D’apres les bases de données et la littératureelades HelLa expriment les microRNA 15a,
15b et 16. Nous les avons donc transfectées ave&d-pPE3 ou pEGFP-3'UTR-PLAGL1
pour savoir si les microRNA 15a, 15b et 16 endogéitaient capables d’'inhiber la traduction
de 'EGFP dans les cellules transfectées avec pHARGL1.

La fluorescence a été analysée 24 h apres leddctiogs. La fluorescence émise par 'EGFP
est bien plus importante dans les cellules exprimB®FP-3'UTR par rapport aux cellules
exprimant 'EGFP seule (Figure 111). Ceci peut glepier par I'action généralement
stabilisatrice des régions 3'UTR. En effet, la spe en 3UTR des ARNm assure la
stabilité de 'ARNm grace a la présence de la qupaly(A). De plus, l'utilisation de
plasmide ayant un promoteur fort induit une forteugtité de protéine formée, la quantité de

microRNA endogéne doit étre tres importante powr lggffet soit observable.

Nous avons donc choisi de comparer la fluorescdeaeellules co-transfectées avec pEGFP-
3'UTR-PLAGLL1 et des siRNA contrle négatif aux oédls co-transfectées avec pEGFP-
3'UTR-PLAGLL1 et le(s) microRNA(S) a tester, poualianchir de ce biais (Figure 112).

.1.5.2 Quantification de [Iefficacité et de la spécificité de transfection des

microRNA

Les microRNA utilisés pour le test en cytométrientsales microRNA double brins,
commercialisés par la société Qiagen, identigugsh@aroRNA matures endogenes. Afin de
vérifier I'efficacité de transfection ainsi que Wi@mentation spécifique de la quantité des
microRNA transfectés dans les cellules, des qRT-RERN le protocole miScript gPCR
system de Qiagen, ont été réalisées.
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Figure 113 : calcul de I'efficacité des amorces lisées pour la gRT-PCR des microRNA, A : amorce

mirl5a, B : amorce mirl5b, C : amorce mirl6, D : armorce 424, E : amorce rnulal, F : amorce snoRA73a
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Figure 114 : A : gel de migration des produits de BCR sur microRNA, B : quantification des microRNA
dans les HelLa par gRT-PCR
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Dans un premier temps, nous avons quantifié, par-BBR, I'expression endogene des
microRNA 15a, 15b, 16 et 424 dans les cellules Hahai que deux petits ARN : RNU1al et
snoRA73a qui ont servi de génes de ménages (ps&sopar Qiagen). Des dilutions en série
d’ADNCc de cellules HeLa ont egalement était famfis de veérifier la qualité des amorces de
gRT-PCR.

Les efficacités des amorces utilisées pour les BRR- sur les microRNA sont reportées sur
la Figure 113. Les standards étant des dilution$Qden 10, la pente théorique (M) de cette
courbe est de -3,3. Selon des recommandationségsilian der Velden et al., 2003), des
pentes comprises entre -3 et -3,9 avec drr 10,95 sont acceptables. Uh>r 0,98 permet
cependant de s’assurer d'une meilleure préci§Bmnford et al., 2006). Lessix amorces

utilisées sont donc tout a fait acceptables.

Une fois les amorces validées pour la quantificaties microRNA par qRT-PCR, le niveau
d’expression des microRNA dans les cellules Helédéaquantifié. Les 4 microRNA et les 2
genes de ménage ont été amplifies par qRT-PCRdafinonnaitre le niveau basal de leur
expression.

L'observation de la température de fusion (melt)aetéalisation d’'un gel d’agarose aprés
'amplification par PCR a permis de vérifier qu'wseul produit avait été amplifié (Figure
114). La taille des micro-ARN a également pu éteeifiée. En effet, un micro-ARN fait
environ 25 nucléotides, mais chaque micro-ARN afiépdi une taille de 100 pb, due a I'ajout
de la queue polyT et du « tag » lors de la trapton inverse ¢f. Figure 49). La présence de
produit dans les puits « -RT », pour lesquelsdadcription inverse n’a pas été faite, indique
la présence d’ADN résiduel mais le « take off »ufealent du Ct) de ces contrdles se situe
entre 30-35, ce qui n'a pas de conséquence sualitité des résultats obtenus.

Ainsi, on obtient dans les cellules HelLa, une répttion des quantités de micro-ARN
endogeénes suivante : miR15b>miR16>>miR15a>miR424.

Les cellules HeLa ont été transfectées 24 h avab e microRNA. Apres extraction et

transcription inverse, la quantité de chague mibtARa été évaluée par qRT-PCR. Pour
chaque microRNA spécifique dRLAGL 1transfecté, les quatre microRNA d’intérét ont été
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Figure 115: résultats de gRT-PCR montrant 'augmendation de la quantité des microRNA suite a leur

transfection dans les cellules HelLa, un microRNA ésransfecté dans les Hela puis tous les microRNA

étudiés sont quantifiés pour vérifier la spécificié de la détection

take off du .
. . . take off du microRNA
microRNA microRNA apres . . AACE
A . apres transfection avec 2
transfecté transfection avec R .
. ce méme microRNA
le siCTL

microRNA 15a| 21,50+0,945 n=3 12,333 +0,067 n=3 349,71
16,933 £0,088 n=3 8,933 £0,555 n=3 315,17
15,00 0,10 n=3 9,833 10,120 n=3 103,97
22,333 +0,590 n=3 13,033 £0,240 n=3 588,13

Tableau 38 quantification des microRNA suite a leutransfection dans les HelLa
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guantifies, afin de vérifier la spécificité de d#ten des amorces. Parallelement, les petits

ARN RNU1al et snoRA73a ont été quantifiés et onti gk genes de ménage.

La transfection des cellules HeLa avec le microRMNAa induit une augmentation d’un
facteur 349,71 de la quantité de ce méme microRpEk (apport aux cellules transfectées
avec un siRNA CTL); le microRNA 15b une augmetatid’'un facteur 315,17 ; le

microRNA 16 une augmentation d’'un facteur 103,9¥ microRNA 424 une augmentation

d’'un facteur 588,13. La quantité des autres micrARM varie pas (Tableau 36).

Ces expériences ont permis de mettre en évidenceadgmentation spécifique de Iz

guantité d’'un microRNA donné apres sa transfectiordans les cellules HelLa.

.1.5.3 Effet des microRNA sur l'expression de 'EGFP par leur fixation au 3°’'UTR de
PLAGL1

Pour étudier la capacité de fixation des microRNA ZUTR de PLAGL] le test en
cytométrie décrit ci-dessous a été realisé.

Ce test en cytométrie consiste a co-transfecterRfE&UTR-PLAGL1 et un des microRNA
potentiel. La fluorescence des cellules transfectec cette construction et un microRNA
donné, est mesurée en cytométrie. Si un microRNAix& au 3'UTR dePLAGL], une
diminution de la fluorescence due a l'inhibition ldetraduction de 'EGFP sera observée par
rapport aux cellules transfectées avec des siRNW@es. La fluorescence des cellules a été
mesurée apres 24 h de transfection avec 5, 10t 30 @M de microRNA. Un contrble
supplémentaire a également été effectué, consigtaottransfecter les cellules HelLa avec le
vecteur pEGFP-C3 et un microRNA donné pour vérifjee I'effet sur la fluorescence était
bien da a la fixation du microRNA au 3'UTR et nomira effet indirect pouvant résulter de la
fixation du microRNA sur ’ARNm d’une protéine inkncant I'expression de 'EGFP ou sur
'ARNmM de 'EGFP.

Les quatre concentrations de microRNA testées méndent pas la fluorescence des cellules
Hela transfectées avec pEGFP-C3, et cela quelquke snicroRNA transfecté (Figure 116).
Donc les microRNA ne se fixent pas au transcrit’B&FP ou a celui d’'un gene pouvant

réguler I'expression de 'EGFP.
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Figure 116: moyenne de fluorescence des Hela trapstées avec pEGFP-C3 et un microRNA a 5 nM (A),
10 nM (B), 20 nM (C), et 30 nM (D) pendant 24 h
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Figure 117: variations de fluorescence observéesrales HelLa co-transfectées avec pEGFP-3'UTR-
PLAGL1 et un microRNA &5 nM (A), 10 nM (B), 20 nM(C), et 30 nM (D) pendant 24 h.
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Comme rapporté sur la Figure 117, les cellules Hehasfectées avec 'EGFP-3'UTR-
PLAGL1 présentent une diminution significative delliorescence pour :
* les microRNA 15a (p-value = 0,0292), 15b (p-valu@,8012), 16 (p-value = 0,0027)
et 424 (p-value = 0,0054) a 5 nM,
e les microRNA 15b (p-value = 0,0386) et 424 (p-vatu@ 0450) a 10 nM
* les microRNA 15b (p-value = 0,050), 16 (p-value,84®3) et 424 (p-value = 0,0233)
a 20 nM,
* les microRNA 15a (p-value = 0,0099), 15b (p-valu@,8221), 16 (p-value = 0,0026)
et 424 (p-value = 0,0070) & 30 nM.

Ceci montre que ces quatre microRNA se fixent au BTR de PLAGL1 et sont
susceptibles de réguler son expression.

Ce test a également été effectué a 48 et 72 hadsféxction. Dans ces conditions, certains
microRNA induisaient une diminution de la fluoresce de 'EGFP dans les cellules HelLa
transfectées avec le plasmide pEGFP-C3 sans 3'Wuigggérant que ces microRNA ciblent

egalement des protéines de la machinerie de tiptisar(non montre).

Nos résultats montrent que les cellules exprimant B fois 'TEGFP-3'UTR PLAGL1 et
les miR15a et 15b, 16 et 424 présentent une dimiman significative et spécifique dg
fluorescence de 'EGFP a 24 h, suggérant que I'exgssion dePLAGL1 est réguléein

vitro au moins par ces quatre microRNA.

Afin de valider nos résultats et prouver que I'efibservé était bien di a la fixation de ces
microRNA au 3'UTR dePLAGL1 et non a un effet indirect, nous avons réaliséxdeu
nouvelles constructions plasmidiques a partir diGPE-3'UTR-PLAGLL1. En effet, ces
guatre microRNA se fixent tous a la méme séquenc&UdTR : la séquence de fixation varie
légerement d’un microRNA a l'autre, mais le « seddite déterminant pour I’hybridation du
microRNA au 3'UTR) reste le méme. Ces microRNA detix sites potentiels de fixation au
3'UTR. Nous avons donc délété ces sites de fixatinfacon indépendante ou combinée
(Figure 118).
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Figure 118: représentation schématique du 3'UTR dBLAGL1 avec la localisation des deux sites de

fixation des microRNA d’intérét
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Figure 119 : variations de fluorescence observéeans les Hela co-transfectées avec pEGFP-3'UTR-
PLAGL1-mirl et un microRNA a 5 nM (A), 10 nM (B), 20 nM (C), et 30 nM (D) pendant 24 h.
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Ainsi nous avons construit :
* pPEGFP-3'UTR-PLAGL1-mirl : delété des 5 paires dedsadu « seed » du premier
site de fixation : GCUGCUA en 267-271 du 3'UTRPIRAGL],

* pEGFP-3'UTR-PLAGL1-mir2 : délété des 5 paires dsdsadu « seed » du deuxieme
site de fixation: GCUGCUA en 872-878 du SUTRRIEAGLY

e pPEGFP-3'UTR-PLAGL1-mir1+2 : délété des 5 paireshdses du « seed » du premier
et du deuxieme site de fixation: GCUGCUA en 267-271872-878 du 3'UTR de
PLAGL1

L’expérience sur les cellules Hela transfectéesc deepEGFP-3'UTR-PLAGL1 natif, a
montré une diminution de la fluorescence par fomtie certains microRNA sur I'un ou les
deux sites de fixation de ces microRNA.

Dans un premier temps, nous avons co-transfectSesellules HeLa avec pEGFP-3'UTR-
PLAGL1-mirl et quatre concentrations croissantema#oRNA 15a, 15b, 16 et 424 (Figure
119):

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWPLAGL1-mirl et le
microRNA 15a n’induit pas de variation de la fluscence de 'EGFP a 5 nM, par

contre il y a une diminution de la fluorescencéanl4, 20 nM et 30 nM.

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWLAGL1-mirl et le
microRNA 15b n’induit pas de variation de la fluscence de 'EGFP.

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWLAGL1-mirl et le
microRNA 16 n’induit pas de variation de la fluawesce de 'EGFP a 5 nM, par

contre il y a une diminution significative de ladkescence a 10 nM, 20 nM et 30 nM.
* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWLAGL1-mirl et le

microRNA 424 induit une diminution significative de fluorescence de 'EGFP a

toutes les concentrations testées.
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Figure 120 : variations de fluorescence observéears les HelLa co-transfectées avec pEGFP-3'UTR-
PLAGL1-mir2 et un microRNA a 5 nM (A), 10 nM (B), 20 nM (C), et 30 nM (D) pendant 24 h.
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Figure 121 : variations de fluorescence observéears les HelLa co-transfectées avec pEGFP-3'UTR-
PLAGL1- mirl+2 et un microRNA a 5 nM (A), 10 nM (B), 20 nM (C), et 30 nM (D) pendant 24 h.



Seul le microRNA 424 a 5 nM a permis de diminuefll@rescence de 'EGFP lorsque le
premier seed est délété, ce qui suggere que lesdies sont nécessaires pour diminuer de
facon significative I'expression de I'EGFP par lescroRNA 15a, 15b et 16. Pour ces
microRNA, de plus fortes concentrations sont né&iess pour observer une diminution de la

fluorescence.

Les cellules HelLa ont été transfectées avec pEGBPRBPLAGL1-mir2 et quatre

concentrations différentes de microRNA (Figure 1:20)

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWPLAGL1-mir2 et le
microRNA 15a n’induit pas de variation de la fluszence de 'EGFP a 10 nM et 20

nM, par contre il y a une diminution significatide la fluorescence a 5 nM et 30 nM.

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWLAGL1-mir2 et le
microRNA 15b n’induit pas de variation de la fluscence de 'EGFP a 5 nM, 20 nM

et 30 nM, par contre il y a une diminution sigrefive de la fluorescence a 10 nM.

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWPLAGL1-mir2 et le
microRNA 16 induit une diminution significative da fluorescence de 'EGFP a

toutes les concentrations testées.

* la co-transfection des cellules HelLa avec pEGFPFRWLAGL1-mir2 et le
microRNA 424 induit une diminution significative ¢k fluorescence de 'EGFP a 10
nM, 20 nM et 30 nM.

La co-transfection des cellules HeLa avec pEGFPFRUWPLAGL1-mirl+2 et les quatre
microRNA a 5, 10, 20 et 30 nM n’engendre pas deirdition de la fluorescence (Figure
121).

Les expériences de co-transfection de cellules Havec : pEGFP-C3, pEGFP-3'UTR-
PLAGL1, pEGFP-3'UTR-PLAGL1-mirl, pEGFP-3'UTR-PLAGLAIr2 et pEGFP-3'UTR-
PLAGL1-mirl+2, ont été répétées trois fois pouidel les résultats obtenus.
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Figure 122: quantification des microRNA d’intérét & des génes de ménage dans les lignées MFH128,
LPS78 et LPS80 par qRT-PCR
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Figure 123 : expression relative des quatre microRA d’intérét dans les lignées LPS78 et LPS80 par
rapport a la lignée MFH128 (calcul basé sur I'équaon 222, cf. Equation 2, page 207) & partir des

résultats de la Figure 122
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La mutation d’'un des deux sites n‘’empéche pas l'acin des microRNA. lls peuvent

—

toujours diminuer la fluorescence de 'EGFP mais lesque les deux sites de fixation sor
absents, les microRNA n’induisent plus de diminutio de la fluorescence prouvant que
I'effet des microRNA est bien di a une action dirde de ceux-ci sur le 3'UTR de
PLAGLI.

Ceci permet donc d'affirmer que les microRNA 15a, %b, 16 et 424 se fixen

—

spécifiguement au 3'UTR dePLAGL1 et peuvent réguler I'expression d®LAGL1.

.1.6 Expression des microRNA d’intérét dans les lignées de sarcomes

Nous avons montré précédemment que certains mickopiNivaient se fixer au 3'UTR de

PLAGL1et donc potentiellement réguler son expressionreNubjectif a ensuite été de savoir
si une telle régulation pouvait expliquer I'absert® protéine PLAGL1 dans les cellules
LPS78 et LPS80 issues de liposarcomes, alors gs’ekpriment '’TARNm. L’'expression de

ces microRNA dans les trois lignées de sarcomesna dté quantifiée afin de savoir si ces
microRNA étaient sous-exprimés dans les cellulesHVES, qui expriment la protéine

PLAGL1, et surexprimés dans les cellules LPS78Ctdfii n’expriment pas la protéine

PLAGL1.

Les résultats de gRT-PCR (Figure 122) montrent lggegénes de ménages, RNUlal et
SnoRA73a, sont présents dans les lignées LPS7®$8Q en quantité quasiment identique
avec un « take off » de I'ordre de 8-9 pour le geN&J1a et de l'ordre de 12-13 pour le géne
SNORA73a. Néanmoins, les take off de ces deux gemasplus importants dans la lignée
MFH128. Cela peut étre di soit a une expressiomdaneide ces deux petits ARN soit a un
probleme de dosage. Cependant, pour le calcultatud@xpression des microRNA d’intérét,
leur niveau d’expression dans les trois lignéesnesmalisé par I'expression des génes de
ménage. On peut donc conclure de cette gRT-PCRegumicroRNA 15a, 15b, 16 et 424,
sont présents dans les trois lignées de sarcomes éoncentrations variables. D’'une maniére
générale, il apparait que les lignées LPS80 et BR&priment des quantités de microRNA
plus importantes que la lignée MFH128. Le microRNza est 2 a 3 fois plus exprimé dans
les cellules LPS78 et LPS80 que dans les MFH128nBme, les microRNA 15b et 16 sont 3
a 4 fois plus exprimés dans les cellules LPS7®et 8
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Figure 124: quantifications par gRT-PCR de tous lesnicroRNA suite a la transfection d’'un microRNA

dans les cellules MFH128 afin de vérifier la spéddfité de I'amplification

take off du take off du
microRNA | microRNA aprés | microRNA apres AACE
transfecté  |transfection avec| transfection avec 2
le siCTL ce méme
microRNA 15a | 21,867 +0,145 n=3| 12,433 +0,186 n=3 741,34

19,2 +0,058 n=3 | 9,333+0,133 n=3 893,3
17,667 0,088 n=3| 10,533 £0,133 n=3 128,89
20,167 £0,067 n=3]| 13,367 £0,145 n=3 177,29

Tableau 39 : quantification des microRNA suite a lers transfection dans les MFH128
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gue dans les cellules MFH128. En revanche, les fighées MFH128, LPS78 et LPS80

expriment les microRNA 424 dans les mémes propwst{&igure 123).

La forte quantité de micro-ARN retrouvée dans lesignées LPS78 et LPS80 pourrait

expliquer l'absence d'expression protéique de PLAGL.

.1.7 Effet de I'ajout des microRNA sur I'’expression de PLAGL1 dans les MFH128

.1.7.1 Validation des microRNA dans les cellules MFH128

L’expression endogéne de chaque microRNA ayantgasntifiee dans les lignées, nous
avons étudié I'impact de I'ajout de ces microRNA $expression dePLAGL1 dans les
MFH128, seules cellules a exprimer TARNm et latphoe PLAGL1.

Si les microRNA se fixent sur le 3'UTR d&LAGL1 on doit observer une diminution de
I'expression de la protéine.

Dans un premier temps, 'augmentation spécifiquenideau des quatre microRNA, suite a
leur transfection dans les cellules MFH128 a étéigé par qRT-PCR.

Les microRNA ont été transfectés a 5 nM pendarnih 2émme préconisé par le fournisseur.
Les résultats des gRT-PCR montrent que seule latiggg@u microRNA transfecté augmente
dans les cellules.

En effet, la transfection des cellules MFH128 aeemicroRNA 15a induit une augmentation
d'un facteur 741,34 de la quantit¢é de ce méme W (par rapport aux cellules
transfectées avec les siRNA CTL) ; le microRNA 1fle augmentation d’un facteur 893,30 ;
le microRNA 16 une augmentation d’un facteur 128,89microRNA 424 une augmentation

d’'un facteur 177,29. La quantité des autres micrARM varie pas.

La transfection des MFH128 avec les microRNA permed’augmenter spécifiquement la

guantité du microRNA transfecté.
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Figure 125: variation de I'expression de la protéia PLAGL1 suite a la transfection des quatre microRNM
a5nM (A), 10 nM (B) et 20 nM (C) pendant 24 h
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.1.7.2  Effet des microRNA sur I'expression du transcrit PLAGL1

Une fois les transfections effectuées et validéeais avons quantifieé par gRT-PCR les
variations de quantité dARNm d&LAGL1 Aucun des quatre microRNA a 5 nM et apres 24
h de transfection, n’a permis d’observer de dimonte la quantité de transcrit 8&AGL1

(non montré).

.1.7.3  Effet des microRNA sur I'expression de la protéine PLAGL1

L’absence de variation de la quantitt d’ARNm BBAGL1 suite a la transfection des
microRNA peut signifier que ces microRNA ne dégradeas 'TARNmM mais le séquestrent
dans des sous domaines cytosoliques. En revanab&ug soit le mécanisme mis en jeu,
dégradation ou séquestration de 'ARNm, I'expressite la protéine doit étre diminuée.
L’expression de la protéine PLAGL1 a donc été gtfiéet dans les cellules MFH128
transfectées avec les quatre microRNA.

Les cellules MFH128 ont été transfectées pendarit adec les microRNA 15a, 15b, 16 et
424 a plusieurs concentrations 5 nM, 10 nM, 20 nWM 3® nM, puis une
immunocytofluorescence sur cellules en suspensiété acalisée, enfin la fluorescence a éte
mesurée par cytométrie de flux.

A 5 nM, les seuls microRNA a permettre une dimiomitide I'expression de la protéine
PLAGL1 sont les microRNA 16 (p-value = 0,0446) 244p-value = 0,0223). A 10 nM tous
les microRNA permettent de diminuer la quantitgdaéine PLAGL1 mais cette diminution
n’est jamais significative car la variation entes triplicats de la condition MFH128 + si CTL
est trop importante. A 20 nM, les quatre microRNétrpettent de diminuer la quantité de
protéine PLAGL1, avec le microRNA 15a la p-valuedss 0,0155, avec le microRNA 15b la
p-value est de 0,0132, avec le microRNA 16 la prast de 0,005 et avec le microRNA 424
la p-value est de 0,0047. A 30 nM, les siCTL etrfesroRNA ont trop d’effets cytotoxiques.

Cette expérience a été répétée trois fois pouerales résultats obtenus.
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Figure 126 : résultats des gRT-PCR montrant la dimiution de la quantité des microRNA suite a la

transfection de leur anti-microRNA correspondant dans les cellules LPS78

take off du take off du microRNA

microRNA microRNA aprés | apres transfection 5 BACE
transfecté transfection avec avec ce méme
le siCTL microRNA

anti-microRNA 15a| 19,733 £0,033 n=3| 22,767 0,033 n=3 9,65
17,133 +0,273 n=3| 21,533 £0,285n=3 17,63
15,733 10,218 n=3| 23,733+0,371n=3 |222,86
18,900 +£0,100 n=3| 20,833 +£0,120 n=3 3,89

Tableau 40 : quantification des microRNA suite a ldransfection d’anti-microRNA dans les LPS78
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L’'ajout des microRNA dans les MFH128 a montré queds microRNA permettaient de
diminuer, de facon trés significative, I'expressiorde la protéine PLAGL1. Ceci suggere
gue PLAGL1 puisse étre régulé de maniere post-tragsiptionnelle par des microRNA

dans les sarcomes.

.1.8 Effet de l'utilisation d’anti-microRNA sur I'’expression de PLAGL1 dans les
LPS78 et LPS80

Afin de compléter cette étude, nous avons étueigel de I'ajout d’anti-microRNA dans les
cellules LPS78 et LPS80 sur I'expression du transtrde la protéine PLAGL1. Un anti-
microRNA est un petit ARN, complémentaire exactndimicroRNA, la liaison de I'anti-

microRNA au microRNA cible abolit I'action de cerder en induisant sa dégradation.

.1.8.1 Validation des anti-microRNA dans les lignées LPS78 et LPS80

Comme pour les microRNA, une validation de l'efita des anti-microRNA a diminuer
spécifiguement le niveau des microRNA cibles aeffigctuée par gRT-PCR.

Pour cela, les cellules LPS78 et LPS80 ont étésteatées pendant 24 h avec les anti-
microRNA a 50 nM comme préconisé par le fourniss@@iagen) puis les microRNA
d’intérét ont été quantifiés par gRT-PCR.

Dans les cellules LPS78, les résultats de gRT-PGRtin@nt que I'anti-microRNA 15a induit
une diminution d’un facteur 9,65 de la quantiténdicroRNA cible (par rapport aux cellules
transfectées avec les siRNA CTL) ; I'anti-microRNBb : une diminution d’un facteur 17,63
; 'anti-microRNA 16 : une diminution d'un facte22,86 ; I'anti-microRNA 424 : une
diminution d’'un facteur 3,89. La quantité des asitneicroRNA ne varie pas (Figure 126,
Tableau 40).

La transfection des LPS80 avec I'anti-microRNA Ik@uit une diminution d’un facteur 1,52
de la quantité de son microRNA cible ; I'anti-miBfdA 15b une diminution d’'un facteur
5,59 ; I'anti-microRNA 16 une diminution d’un facte61,10 ; I'anti-microRNA 424 une
diminution d’'un facteur 2,25. La quantité des asitmeicroRNA ne varie pas (Figure 127,
Tableau 41).
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Figure 127: résultats des gRT-PCR montrant la dimimition de la quantité des microRNA suite a la

transfection de leur anti-microRNA correspondant dans les cellules LPS80

take off du take off du microRNA

microRNA microRNA aprés | apres transfection AACE

transfecté transfection avec avec ce méme 2

le siCTL microRNA

anti-microRNA 15a | 20,400 £0,208 n=3| 20,200 0,033 n=3 1,52
17,733+0,033 n=3| 19,750 +0,350n=2 5,59
15,900 +0,058 n=3 22,300,200 n=3 61,1
17,70+0,231n=3 | 19,667 £0,176 n=3 2,25

Tableau 41 : quantification des microRNA suite a ldransfection d’'anti-microRNA dans les LPS80
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Ainsi, tous les anti-microRNA testés permettentdil@inuer spécifiguement la quantité de
leur microRNA cible, mais dans des proportions twasiables puisque la gamme de
diminution s’étend de 1,52 a 222,86.

Globalement, I'efficacité des anti-microRNA est teeire dans les cellules LPS78 que dans
les cellules LPS80. Ceci est certainement di augfse les cellules LPS78 se transfectent
mieux que les cellules LPS80, comme nous l'avomsstate lors des transfections avec des
siRNA ou des plasmides.

Les microRNA 16 et 15b sont ceux qui permetterpliess grande diminution de quantité de

microRNA mais ce sont également les plus abonddaris ces lignées, il est donc plus facile

d’en quantifier la diminution.

Les résultats de gRT-PCR valident [l'utilisation desanti-microRNA pour diminuer la
guantité de microRNA, dans les lignées LPS78 et LB8, méme si les diminutiong

observées sont variables.

.1.8.2  Effet des anti-microRNA sur I'expression du transcrit PLAGL1

Apres avoir validé l'efficacité des anti-microRNAgur effet sur I'expression du transcrit
PLAGL1 a été mesuré par qRT-PCR. Le niveau d’exgivesde 'ARNm dePLAGL1a été
guantifié par gRT-PCR dans les cellules LPS78 etr@@sfectées pendant 24 h avec 50 nM
d’anti-microRNA mais aucune variation d'expressida PLAGL1 n’a pu étre mise en

évidence (non montré).

.1.8.3 Effet des anti-microRNA sur I'expression de la protéine PLAGL1

Nous avons recherché si la transfection des csllURS78 et LPS80 avec les anti-microRNA
permettait d’augmenter la quantité de protéine PLAGynthétisée en levant I'inhibition de
la traduction par les microRNA.

Les cellules LPS78 et LPS80 ont été transfectéedgme 24 h avec les quatre anti-microRNA
a deux concentrations 50 nM et 100 nM. Une immutadltyorescence et une quantification
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Figure 128: quantification de I'expression protéiqe de PLAGL1 par cytométrie des LPS78 transfectées
avec 50 nM (A) et 100 nM (B) d’anti-microRNA pendan 24 h
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Figure 129: quantification de I'expression protéiqe de PLAGL1 par cytométrie des LPS80 transfectées
avec 50 nM (A) et 100 nM (B) d’anti-microRNA pendam 24 h
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de la protéine PLAGL1 par cytométrie de flux (Figut28 et Figure 129) ont ensuite été
réalisées.

Les immunocytofluorescences ont permis de mettre égilence une augmentation
significative de I'expression de PLAGL1 dans lefutes LPS78 transfectées pendant 24 h
avec I'anti-microRNA 424 a 50 nM (p value = 0,0448)1L00 nM (p value = 0,0009).

De méme, dans les cellules LPS80, une augmentd¢idiexpression protéique de PLAGL1
aprées transfection pendant 24 h avec I'anti-micréRI%a a 50 nM (p value = 0,0188) et a
100 nM (p value = 0,0479) a pu étre constatée.ekpériences ont éte faites deux fois afin de

fiabiliser les résultats obtenus.

L’'absence de variation de la quantité dARNmPRIAGL1 suite a la transfection des anti-
microRNA peut signifier que ces microRNA ne dégradeas 'TARNmM mais le séquestrent

dans des sous domaines cytosoliques.

Quelgue soit le mécanisme mis en jeu, dégradationuoséquestration de I'ARNmM,
'expression de la protéine PLAGL1 a été diminuéedans les cellules LPS80 et LPS78,

avec les anti-microRNA 15a et 424 (respectivement).

.2 Etudes fonctionnelles de PLAGL1

.2.1 Effet de la transfection de PLAGL1 dans des cellules HeLa sur I’apoptose

.2.1.1 Mesure de I'apoptose en cytométrie

PLAGL1 est un suppresseur de tumeur ayant pourpidheipal d’arréter le cycle cellulaire

en GO/G1 et de déclencher 'apoptose. Dans un praeinps, nous avons souhaité confirmer
le réle pro-apoptotique de PLAGL1, dans la lignéelLdl Nous avons donc transfecté les
HelLa avec le plasmide pTRACER exprimant la GFP,lesi constructions réalisées au

laboratoire :
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Figure 130 : cytométrie en flux : mesure de I'apopise induite par la transfection de pTRACER-PLAGL1-
46 ou pTRACER-PLAGL1-51 dans des HelLa pendant 24 fA) ou 48 h (B)
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* pTRACER-PLAGL1-46, vecteur pTRACER dans lequel nausns cloné la forme
courte de 'ADNc dePLAGL1(codant pour la forme courte de la protéine PLAGEL
46kDa)

* pPTRACER-PLAGL1-51, vecteur pTRACER dans lequel nausns cloné la forme
longue de 'ADNc dePLAGL1(codant pour la forme logue de la protéine PLAGIel
51kDa)

Puis nous avons marqué les cellules au TMRM (somttechondriale fluorescente permettant
la mesure de I'apoptose précoce) avant d’analysdilubrescence émise par cytométrie en

flux.

Apres 24 h de transfection, le pourcentage de lesllGFP positives est faible (15 - 20 %).
Toutefois, la transfection avec les constructiofSRACER-PLAGL1-46 ou pTRACER-

PLAGL1-51 permet d’augmenter le pourcentage d’apeptpar rapport aux cellules HelLa
transfectées avec le plasmide pTRACER natif. Airsi, pourcentage d’apoptose est
significativement plus important lorsque les caliHelLa expriment la forme courte de la
protéine PLAGL1 (p-value = 0,00004), ou la formadae de la protéine PLAGL1 (p-valge

0,0001). Lorsque I'on considére uniqguement lesutesl GFP positives, le pourcentage de
cellules apoptotiques est quasiment identique fesutrois constructions, vraisemblablement

a cause de faible taux de transfection (Figure.130)

Apres 48 h de transfection, le pourcentage de lesllGFP positives est meilleur gu'a 24 h
(30 - 50 %). Comme apres 24 h de transfectiomatastection des cellules HeLa pendant 48 h
avec les constructions pTRACER-PLAGL1-46 ou pTRAGERAGL1-51 permet
d’augmenter le pourcentage d’apoptose par rapparcallules transfectées avec le plasmide
pPpTRACER natif (p-value = 0,0035 et p-value<=0,0001 ; respectivement). Lorsque I'on
considére uniquement les cellules GFP positivepplecentage de cellules apoptotiques est
significativement plus important dans les celluldsLa exprimant la forme courte de la
protéine PLAGL1 (p-value = 0,0167) ou les cellutésLa exprimant la forme longue de la
protéine PLAGL1 (p-value = 0,0008) par rapport aetlules n’exprimant pas PLAGL1
(Figure 130). L’expression des formes courte etglen de PLAGL1 permet d’induire

'apoptose.
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Figure 131 : western blot : activation des caspas@set 7 suite a la transfection de HeLa pendant Zdavec
pRK7-ZAC

374



Afin de valider ces résultats avec une autre tegleinous avons analysé par western blot,
I'activation des caspases effectrices 3 et 7 diules transfectées avec pRK7-ZAC.
Une fois I'apoptose mise en évidence, nous avorsuréd’activation des caspases en western

blot afin de connaitre le mécanisme par lequeblfapse était déclenchée.

.2.1.2 Mécanisme apoptotique mis en jeu dans les HeLa

Les protéines totales de cellules HelLa transfedges un vecteur vide ou transfectées avec
pRK7-ZAC pendant 24 h ont été extraites par conigélalécongélation puis un western blot
a été réalise.

Nous avons mesuré I'activation des caspases Zdtafde d’anticorps anti-caspase 3 totale
(Cell signaling) ou caspase 7 totale (Abcam). ledhiles Hela transfectées avec pRK7-ZAC
présentent une activation des caspases 3 (faible)ferte) contrairement aux cellules HeLa
transfectées avec le vecteur vide (Figure 131).

Nous confirmons que la transfection des cellules Ha avec un vecteur permettant

~+

I'expression de PLAGL1 permet d’induire I'apoptose selon un mécanisme dépendar

des caspases.

.2.2 Effet de la transfection de PLAGL1 dans des cellules HeLa sur le cycle

cellulaire

Apres avoir confirmé le réle pro-apoptotique de LA dans les cellules HelLa, nous avons,
dans un deuxiéme temps, souhaité confirmer led®IBLAGL1 sur le cycle cellulaire.

Ainsi, les cellules HelLa ont été transfectées aweglasmide codant pour PLAGL1. Le
pourcentage de cellules dans les différentes phdisesycle cellulaire a été quantifié par
cytométrie en flux, apres avoir marqué I’ADN a tliwe de propidium. La surexpression de
PLAGL1 dans les cellules HelLa n’induit pas d'arckt cycle cellulaire en GO/G1 (non
montré). Néanmoins, il parait indispensable deiooef ces résultats dans un autre modele

cellulaire, notamment une lignée cellulaire expnta53.
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.2.3  Effet de l'utilisation de miRNA dans les MFH128 sur le cycle cellulaire et

I'apoptose

Apres avoir validé le role de PLAGL1 dans un mod#gecellules surexprimant PLAGL1,
nous avons ensuite recherché les conséquencesioforetes de la transfection des
microRNA dans les MFH128. Les résultats précédentsmis en évidence une diminution
maximale de traduction de PLAGL1 lorsque les celutaient transfectées avec les quatre
microRNA a 20 nM pendant 24 h. Nous avons donccaffedes mesures de I'apoptose et du

cycle cellulaire en cytométrie en flux dans cesditions.

Lors de la réalisation de ces expériences nous soosnes heurtés a plusieurs problemes
techniques qui ont rendu impossible I'analyse duecgellulaire ou de I'apoptose.

En effet, les cellules MFH128 sont constituées €’population cellulaire hétérogéne en taille
et multinucléé. Ces cellules sont caractériséesupatéfaut de cytodiérése en fin de mitose
qui aboutit au développement de cellules contenamtombre variable de noyau (entre 1 et 8
environ).

D’une part, ces cellules ont un temps de doublenm@mdbituellement long, difficilement
compatible avec le temps d’expérimentation. La meesie I'apoptose ou du cycle cellulaire
intervenant 24 h ou 48h aprés la transfection diesoRNA et les cellules doublant en 30
jours, il était impossible d’observer un ralentiegat de la prolifération lorsque la mesure
était faite par comptage cellulaire. D’autre p&atprésence de plusieurs noyaux par cellule
rend I'analyse du cycle en cytométrie de flux ingibke, car la mesure du pourcentage de
cellules dans les différentes phases du cyclea@stdrace a un agent intercalent.

.2.4 Conséquences de l'ajout des microRNA dans les cellules MFH128 sur

I’expression des genes cibles de PLAGL1

Comme nous n‘avons pas pu étudier les effets spoptose et le cycle cellulaire de
l'inhibition de PLAGLL1 par des microRNA dans les ME28, nous avons recherché d’autres
criteres d'évaluation du réle de PLAGL1 dans les HME8, comme [linduction de

I'expression de certains de ses genes cibles.
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Les analyses par immunocytofluorescence ont pedmisiontrer la plus forte diminution de
I'expression protéique de PLAGL1 lorsque les MFHE28ient transfectées avec 20 nM de
microRNA. Afin d’observer les conséquences fonatigtes de I'inhibition de la traduction
de PLAGL1 suite a la transfection de microRNA d@sscellules MFH128, I'expression de
trois genes cibles connus de PLAGL1 a été quangdiegRT-PCR P21, PPARGet APAR1
(TP53n’a pas été quantifié car la lignée MFH128 esédé pour ce géene). Les microRNA
permettant de diminuer la quantité de protéine PLAG'expression de ses genes cibles doit

également diminuer.

A 48 h, la transfection du microRNA 15a permet dimainution de I'expression de PLAGL1
de 50 %, deP21 (50 %) et dePPARG (25 %). Le microRNA 15b permet de diminuer
'expression dd°PLAGL1de 30 % et celle dé21de 65 %, mais n‘’engendre pas de diminution
de PPARG Le microRNA 16 permet de diminuer I'expressionRIeAGL1de 30 %, dd>21

de 50 % mais n’engendre pas de diminutiorPEBARG Le microRNA 424 n’a aucun effet
sur I'expression dBLAGL1ou sur ses genes cibles.

Nous avons également noté que les MFH128 n’expeinbggasAPAF-1
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2.5

Conclusions générales

Ce travail nous a permis de mettre en évidence quRLAGL1 pouvait étre régulé par des

microRNA dans les sarcomes.

Les microRNA 15a, 15b, 16 et 424 se fixent sur degquences du 3'UTR dg
PLAGL1,

La fixation des microRNA sur un seul site suffit anhiber la traduction,

Les lignées LPS78 et LPS80, qui n’expriment pas [@otéine PLAGL1 expriment
plus les microRNA 15a, 15b et 16 que la lignée MFR28 qui exprime la protéine
PLAGL1,

Les microRNA 15a, 15b, 16 et 424 permettent de dimier la quantité de
protéine PLAGL1 dans les cellules MFH128, sans avoid’effet direct sur
TARNmM. Ces microRNA agiraient donc plus par séqudsation que par
dégradation,

Les anti-microRNA 424 et 15a permettent d’augmenter significativement
'expression de la protéine PLAGL1 dans les LPS78t& PS80, sans avoir d’effet
direct sur TARNm, argument supplémentaire en favewu d’'une régulation des
microRNA par séquestration de ’TARNm dePLAGLL1 et non par dégradation,
L’inhibition de la traduction de PLAGL1 par des microRNA engendre une

diminution de la transcription de certains génes tiles de PLAGL1.

14
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.3 Discussion de la partie : régulation post-transcriptionnelle

.3.1 Etat des connaissances sur PLAGL1

Le génePLAGL1 code pour deux isoformes protéiques, de 46 et Ba. ka protéine
PLAGL1 est un facteur de transcription contenauioigts de zinc de type.f, qui régule
notamment I'expression dEP53 P21°P!, PPARGet APAF-1 PLAGL1 est impliqué dans
l'arrét du cycle cellulaire en GO/G1 et dans I'apofose (Hoffmann and Spengler, 2008),
(Liu et al., 2008), (Spengler et al., 1997). [Bepériences de cytométrie en flux réalisées sur
des cellules exprimant artificiellement PLAGLL, itéas avec différents inhibiteurs de
caspases ont permis de montrer que PLAGL1 décléntapoptose par urmécanisme
dépendant des caspase£es expériences ont mis en évidence I'implicatienPLAGL1
dans les deuxoies apoptotiques intrinséque et extrinsequgamikihara et al., 2005).
Cependant, les études menées sBLAGL1/ZAC/LOT1ont souvent été transcriptomiques.
L’expression basale de la protéine PLAGL1 a ét@demhée dans des tumeurs ou dans des
cellules tumorales dans peu d’étude notamment western blot chez le rgHide et al,,
2009) (Ciani et al.,, 2003) ; pa- immunohistochimie et /ou western blot chez 'Homme
(Pagotto et al., 2000), (Bilanges et al., 2001), (Lanaspa et al., 20@)ez 'Homme, ces
études portent sur un petit nombre d’échantillamadraux et montrent souvent une perte
d’expression dePLAGL1 dans les cellules cancéreuses ovariennes ou maasmpar
exemple.

L’'un des objectifs de notre travail a donc été deeachercher I'expression de la protéine
PLAGL1 par western blot et immunofluorescence danges lignées de sarcomes et dans

les tumeurs de patients.

.3.2 Expression de PLAGL1 dans les sarcomes

Des marquages par immunofluorescence et westernldIBLAGL1 sur les quatre lignées de
sarcomes ont été effectués en prenant comme ocemo8itif des cellules HelLa transfectées
avec un plasmide codant pour PLAGL1. Ces marquagespermis de constater que la

protéine PLAGL1 était exprimée dans les cellulesHIIZ8, qui expriment TARNm de
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PLAGLL a un niveau comparable a celui des cellules featées. La lignée MFH148
n'exprimant pas ou tres peu 'ARNm @LAGL1 n'exprime pas non plus la protéine. En
revanche, de facon surprenante, les lignées LP$78°880, qui exprime I'ARNm de

PLAGL1, n’expriment pas la protéine correspondante.

Dans les tumeurs, I'expression de la protéine PLAGLpu étre mise en évidence sur un
GIST exprimant I'ARNm de PLAGL1 (données de ¢gRT-PCR), ce qualide
immunohistochimie avec l'anticorps anti-PLAGL1. En revanche, les immunomarquages
réalisés sur un autre GIST et un LPS, exprimantkeégant TARNmM dePLAGL1 n’ont pas
permis de mettre en évidence la protéine PLAGL1.

Ces marquages ont également été faits sur du tismmmaire et du tissu placentaire,
généralement utilisés comme contréles positifs tegexpériences de transcriptome, et n’ont
pas permis de visualiser la protéine PLAGL1. MBéxpression de la protéine PLAGL1 n'a
jamais été recherchée dans ces deux tissus. Lebsenmarquage de la protéine PLAGL1
peut étre due a une absence réelle de la protéiaaio probléme de I'échantillon. En effet, le
tissu mammaire utilisé est issu d’'un individu gaeupavoir la particularité de ne pas exprimer
PLAGL1. De méme, le tissu placentaire utilisé cgpand a un stade de développement
précis. Or, on sait que PLAGL1 est exprimé dansckdhiles au cours du développement
embryonnaire mais qu’il est perdu au fur et & megle la différenciation des cellules.
L’absence de protéine PLAGL1 dans cet echantilleut @tre due au stade de développement

du placenta.

De plus, pour étre certain que I'absence de détecte la protéine ne venait pas d’'un défaut
de reconnaissance de I'anticorps, nous avonsautilisdeuxiéme anticorps réagissant avec un
épitope different et le méme profil d’expression ldeprotéine PLAGL1 a pu étre mis en

évidence.

Globalement, il y n’y gas de corrélation entre les niveaux d’expressioned’ARNm et de

la protéine PLAGL1. En effet, le GIST exprimant la protéine PLAGLlest pas la tumeur
dans laquelle le niveau d’ARNmM deLAGL1 est le plus important. L’expression de la
protéine PLAGL1 n’a pu étre recherchée que dangetih nombre d’échantillon. Il est donc
nécessaire d'effectuer une étude a plus granddl&cker les sarcomes mais également sur

des tissus normaux adultes et embryonnaires adlitie stades.
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Plusieurs raisons peuvent expliquer le profil popté dePLAGLZ parmi lesquelles : une
mutation ponctuelle qui altérerait la conformation de la protéine diminuerait sa demi-vie,
bien qu’aucune mutation d_AGL1n’ait été mise en évidence jusqu’a aujourd’huirtiya

et al., 2000), ou encore une régulation parmiesoRNA.

La lignée MFH148 n’exprimant pas 'ARNm de PLAGLdeules les isoformes courtes et
longues d’ARNmM de PLAGL1 des autres lignées (LPSIBS80 et MFH128) ont été
amplifiées par PCR, puis séquencées afin d’'identifine éventuelle mutation. Les lignées
MFH128 et LPS80 exprimaient la forme sauvage des @kNm dePLAGL], alors que la
lignée LPS78 présentait unsutation sur I'acide nucléique 658qui induisait I'incorporation
d’'une valine au lieu d’'une alanine. Cet acide and@&ubstitution restant un acide aminé non
polaire, il est peu probable qu’il engendre un gjesment de conformation de la protéine qui
la rendrait indétectable par les anticorps utiisesmmunofluorescence ou western blot. La

mutation observée dans la lignée LPS78, gstdaiere mutation connue dePLAGL1.

Néanmoins, pour écarter de facon certaine cettethgpe, il serait nécessaire de cloner la
forme mutée de 'ARNmM dans un vecteur d’expressbrde transfecter des cellules pour
vérifier I'expression de la protéine. Toutefois)igmée LPS80 ne présente pas de mutation de
la région codant dePLAGL1 donc I'hypothése d'une mutation, qui empéchetait
visualisation de la protéine PLAGL1, n’explique pdsbsence de marquage en

immunofluorescence et en western blot dans ceéd.

Pour vérifier que I'absence de protéine PLAGL1 aittpas due a une modification de la
demi-vie de la protéine, nous avons traité lesuted| avec unnhibiteur du protéasome
Cela n'a pas permis de restaurer I'expression jgweede PLAGL dans les LPS78 et les
LPS80.

Au vu de ces résultatapus avons envisagé l'existence d’'une régulation RAAGL1 par
des microRNA.
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.3.3 Régulation par des microRNA

Une analyse des bases de données permettant daidétdes microRNA susceptibles de se
fixer a une séquence, a permis d’identifiare cinquantaine de microRNA pouvant,
théoriguement, se fixer au 3'UTR dePLAGL1. Parmi ces microRNA, quatre ont été
sélectionnés pour une analysevitro : les microRNA 15a, 15b, 16, et 424Ces microRNA
ont été sélectionnés en fonction de leur récurrelaces plusieurs bases de données et parce
gu'ils ciblaient égalemerPLAG1 et/ouPLAGL2 les deux autres membres de la famille de
PLAGLL1 Or, les deux autres membres de la famillePlAGL1 sont des oncogenes, alors
gue PLAGL1 est décrit comme un géene suppresseur de tumeuwrtit€ee de sélection a pu
introduire un biais et sélectionner des microRNAmesseurs de tumeur car ciblant en
général des oncogenes. En effet, traditionnellemamtméme microRNA peut réguler un
groupe de génes ayant la méme fonction, ainsimiesoRNA 15 et 16 régulent des genes
impliqués dans la prolifération et dans l'arrét ltlgpoptose et donc mis en jeu dans la
tumorigenése (Bonci et al., 2008).

Un test en cytométriereposant sur la transfection simultanée d’'un degrg microRNA et
d’'un plasmide codant pour 'EGFP fusionnée au 3'UdJ&RPLAGLYL région généralement
ciblée par les microRNA, a permis de mettre enewe une diminution de la fluorescence
de 'EGFP et donane fixation du microRNA au 3'UTR de PLAGL1 pour les microRNA
15a, 15b, 16 et 424Ces microRNA appartiennent tous a la méme fardidlanicroRNA : la
famille mirl5/107 qui compte les microRNA 107, 103, 15a, 15b, 16,497, 503, 424 et
646. Ces microRNA n’ont pas tous exactement la médgeience de fixation mais partagent
tous le méme « seed » de type AGCAGC egalementéapzCx2 et sont donc susceptibles
de réguler les mémes genes. De facon a prouvdagliminution de la fluorescence observée
était due a la fixation d’un microRNA au 3'UTR 8&AGL1et non a un mécanisme indirect,
nous avons délété le 3'UTR & AGL1des deux régions complémentaires du « seed ». Nous
avons pu constater quie délétion d'un seul site n’abolit pas la diminuton de la
fluorescence contrairement a la délétion des deuxtess de reconnaissanceCeci montre
que les quatre microRNA se fixent au 3'UTR BeEAGL1 et que cette fixation se fait

indépendament sur les deux sites.
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Il semble quePLAGLL1 puisse étre régulan vitro, par certains microRNANous avons
ensuite recherché si ce mécanisme de régulation iétampliqué dans la répression de
I'expression dePLAGL1 dans les sarcomes.

La quantification de I'expression des quatre mid¥@Rd’intérét dans les lignées de sarcomes
MFH128, LPS78 et LPS80, par qRT-PCR, montre quéetoles lignées expriment ces
microRNA. Cependanties cellules LPS78 et LPS80 expriment ces microRNén plus
grande quantité que les cellules MFH128ce qui pourrait expliquer I'absence de protéine
dans les lignées LPS78 et LPS80 alors que la liyifée128 exprime la protéine PLAGL1.

Par la suite, I'efficacité des microRNA a régulexpression de PLAGL1 a été testée dans les
MFH128 d’'une part, et dans les LPS78 et LPS80 dapart. Ainsi, la transfection des
microRNA 15a, 15b, 16 et 424 permet de diminuetdiession protéique de PLAGL1 selon
un effet dose dans les cellules MFH128. Dans |#sles LPS78 et LPS80, certains anti-
microRNA permettent d’augmenter I'expression deptatéine PLAGL1. Dans les cellules
LPS78, seul I'anti-microRNA 424 a permis d’augmerite quantité de protéine PLAGL1,
alors que dans les cellules LPS80, seul I'anti-oR&A 15a induit une levée de l'inhibition
de la traduction de PLAGL1. Donc ces microRNA iefiti sur I'expression endogéne de la
protéine PLAGL1.

Bien que des différences statistiquement signifieat aient été obtenues pour les cellules
LPS78 et LPS 80 transfectées avec ces anti-microRalArapport a leur transfection avec
des siCTL, ces différences sont faibles. Ceci @xg di au mécanisme d’'action des anti-
microRNA. En effet, les anti-microRNA se fixent anmcroRNA libres et les complexes ainsi
formés sont dégradés. En revanche, les microRNA dég a des ARNm ne sont pas
accessibles aux anti-microRNA. Or le mécanismeégglation majeur des microRNA chez
les mammiféres est une inhibition de la traducfian séquestration des ARNm cibles dans
des sous-domaines cytosoliques et non une dégyadaititilisation des anti-microRNA ne
permet de dégrader qu’une petite partie des microRN et ne permet donc qu’une faible

variation du niveau protéique.

L'effet de la transfection des trois lignées deceares avec des microRNA et des anti-

microRNA, sur I'expression de TARNm d@LAGL], a également été quantifié par gRT-PCR.
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Pour les cellules transfectées 24 h avec les miPoBuU leurs inhibiteurs, aucune variation
quantitative d’ARNm déPLAGL1n’a pu étre constatée. Comme évoqué plus haut, lelse
mammiféres, les microRNA inhibent I'expression giqtie par séquestration de 'ARNmM
plus que par dégradation. Ceci peut expliqueritegfda des temps courts de transfection, il y
n’ait aucune variation du niveau d’ARNm. En revamdbrsque les cellules sont transfectées
avec des microRNA pendant 48 h, on peut constaterdiminution de I'expression de
TARNm de PLAGL1. Deux mécanismes peuvent expliquer cette diminutigoit un
mécanisme direct, la quantité dARNm dégradée pacdmplémentarité parfaite avec les
microRNA, trop faible aprés 24h de transfectior, ég&sormais quantifiable en qRT-PCR ;
soit un mécanisme indirect, les microRNA inhibéaxpression de la protéine PLAGL1 mais
également d’autres protéines potentiellement régeds de I'expression du gemiAGLY,

c’est cette inhibition qui engendrerait une dimiontde la transcription deLAGL1

Les conséquences fonctionnellesle la transfection des microRNA dans les cellules
MFH128, ont ensuite été recherchées. Des qRT-PGRtérfaites pour quantifier le niveau
d’expression de certains genes cibles de PLAGLIci @Gepermis de montrer que les
microRNA régulantPLAGL1 avaient des conséquences fonctionnelles puisquediules
transfectées avdes microRNA 15a, 15b et 16 induisent une diminutio significative de
'expression des gene$PARG et P21 L'influence de ces microRNA sur I'apoptose et
I'arrét du cycle cellulaire induit par PLAGL1 n'ai@tre constatée dans la lignée MFH128 en
raison de sa complexité de manipulation. Nous ageisns donc de transfecter des cellules
(HeLa par exemple) avec un plasmide codant pour@LIA3'UTR sous la dépendance d’'un
promoteur faible. Les conséquences, sur l'apoptsée cycle cellulaire, de I'ajout des

microRNA dans ces cellules pourront donc étre néssur

Ces résultats mettent en évidence pour la prerfoeseue PLAGL1 peut étre régulé par des
microRNA. Dans les sarcome®LAGL1 est régulé par les microRNA 15a, 15b, 16 et 424.
De facon intéressante, ces microRNA appartienrmnd & la superfamille des microRNA
15/107 comprenant les microRNA 15a, 15b, 16, 103, 195, 497, 503, 646 et 424, ayant le
méme site de reconnaissance de type AGCx2 ou AGCHGfherty et al,, 2010). Cete
superfamille est composée de deux familles de microRN# famille 16 (15a, 15b, 195 et
16) et la famille 103/107 (103, 107, 497, 503 )64 ous ces microRNA peuvent se fixer
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sur la méme séquence d’ARNm et partagent de norsdsazibles communes. Les microRNA
de la famille 16 ciblent préférentiellement des egemégulant le cycle cellulaire. Ainsi la
transfection des microRNA 15a et 16, par exemplduit un arrét du cycle cellulaire en
GO/G1(Linsley et al., 2007).

Les microRNA de la famille 16 (15a, 15b et 16) ont été indtiement décrits comme des
suppresseurs de tumeumpour plusieurs raisons : d’'une part car ils régujear exemple les
oncogene8CL2 MCL1, CCND1etWNT3Aet parce que d’autre part, ils sont sous-exprimés
dans certains cancers comme la leucémie lymphdidenigue (Calin et al.,, 2005) ou le
cancer de la prostat¢Bonci et al., 2008), (Takeshita et al., 2010). Deplus, il a été montré
gue l'oncogendPLAGL était régulé par des microRNA de la famille 15/X@tamment le
microRNA 424. Ainsi, dans la leucémie lymphoidecttique, mir424 est sous exprimé ce qui
engendre une surexpression de 'oncod@inkG1 (Pallasch et al., 2009).

Cependant, d’autres études ont mis en évidence saexpression des microRNA de la
famille 16 dans certains cancersomme le mélanome, le cancer du cdlon, ou cella déte

et du cou, et onémis I'hypothése quees microRNA pourraient également étre des
oncogénes(Hui et al,, 2010), (Wang et al, 2010), (Satzger et al, 2010). Le rble des

microRNA de la famille 16 dans I'oncogenése dépenrdit du type cellulaire considéré.

Le gene codant pour le microRNA 15a et le microRNAest situé en 13g14.3, celui codant
pour le microRNA 15b se situe en 3g26.1. Pour fimimicroRNA 424 est exprimé a partir
d’'un gene en Xg26.3. Les genes codant pour deRIMA sont souvent retrouvés dans des
régions chromosomiques instablegt fréquemment remaniées dans les cancers. Alirzsi,
été montré que la région 13q14.3 pouvait étre di@plidans certains rhabdomyosarcomes
(Weber-Hall et al.,, 1996) (Weber-Hall et al., 1996) ; ou des cacers du poumon(Balsara

et al, 1997). Larégion 3926, contenant le gene codant pour les microRNE €516, est
amplifiée dans certains types de lymphorfidenni et al., 1998), dans lecancer du poumon
(Brass et al, 1996), de [l'utérus (Soder et al., 1997), et plus rarement dans des
ostéosarcomes, des neurofiboromes et des G&bRifai et al, 1996). Le locus Xg26.3
contenant le gene codant pour le microRNA 424 éktté dans le cancer du s€iisuji et al,

2010) et anplifié dans le lymphome non Hodgkini€Renedo et al., 2001).
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Il est possible que ces régions soient remaniées dans lesnsas et surtout dans les
liposarcomes, ce qui pourrait causer une augmentale I'expression de ces microRNA et
expliquer la perte d’expression protéiqueRrdeAGL 1

Enfin, PLAGL1 induit I'apoptose et I'arrét du cyatellulaire en GO/G1 tout comme P53. Des
travaux ont démontré le lien étroit entre les diteurs pro-apoptotiques. En effet, P53 est
capable dactiver la traduction du gemdAGL1 en se fixant a son promoteur et
réciproquement PLAGL1 peut induire I'expressionTdRb3par liaison au promoteur dd°53
(Rozenfeld-Granot et al., 2002). Dars les sarcomes, le role de P53 sur PLAGL1 est moins
évident. En effet, la lignée MFH128 est délétéerp®53. La transfection de P53 n’induit
pas d’augmentation de I'expression de PLAGLL1.

Nous avons émis I'hypothése que, dans les sarcoRieSGL1 pourrait étre un doublon
fonctionnel de P53, activé en cas de déficiencB&® De facon intéressante, les microRNA
ciblant PLAGL1 ne ciblent pas P53 et inversemen. févanche, le microRNA 107
appartenant a la famille 15/107 est une cible d& @ peut émettre I'hypothése que p53
puisse induire I'expression de microRNA de la fénil5/107 et réguler négativement
PLAGL1.
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Conclusion générale et Perspectives
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PLAGL1 est ungene suppresseur de tumeunqui code pour un facteur de transcription
impliqué dand’apoptose etl'arrét du cycle cellulaire. L'expression dde°PLAGL1a été tres
étudiée dans lesancers épithéliaux mais jusqu’a ce jour, jamais dans Isarcomes
PLAGL1 est régulé par un mécanisme épigénétique appel@pteinte parentale» qui
permet une expression monoallélique en conditiohgsiplogiques. Dans les cancers,
PLAGL1subit une modification de 'empreinte qui altéom £xpression. La quasi-totalité des
articles parus sur ce sujet ont relié le niveabalale méthylation d’'une dizaine de CpG du
promoteur dd°LAGL1a I'expression de son transcrit. D’ailleurs, deofa générale toutes les
études portant sur la méthylation de 'ADN mettent parallele, la méthylation globale,
extrapolée a partir de mesures faites sur quelsites de méthylation, avec I'expression de
’ARNm. L'accessibilité grandissante a des techegjpermettant une étude plus exhaustive
de la méthylation de 'ADN a permis tres récemmmtcorréler seulement certains sites de
meéthylation d’un ilot CpG entier a I'expression@des facteurs cliniques. Ceci suggere donc
'existence de véritablesignatures de méthylation Notre étude s’inscrit dans cette

évolution technologique et conceptuelle de la nlétion de I'’ADN.

En effet, nous avons développé une méthodologimgttant I'analyse de la méthylation sur
de grand fragment d’ADN paryroséquencageet pouvantquantifier de fagcon précise la
méthylation de chaque CpG le long de tout un ilotEn comparant la méthylation de chaque
CpG du promoteur P1 entre 'ensemble des tumeude®tfibroblastes issus de tissu peri-
tumoral normal mis en culture pendant un tempstcous avons montré qu'il existait des
profils de méthylation différents entre le tissu tumoral et le tissu sain Nous avons
également observé gu’il existait profil de methylation propre aux différents sous-tyes
tumoraux. Néanmoins, il apparait désormais nécessaire dérroer ces observations en
étudiant ces profils de méthylation dans un plugeganel de tumeurs et de tissu sain, bien
gue le choix du tissu sain dans le cas des sarcoests problématique étant donné la

diversité de leur tissu originel.

Ces analyses de méthylation ont également permmsotrer que dans les lignées cellulaires,

la méthylation globale (calculée sur les 118 sites de méthylati@tit parfaitement
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corrélée a I'expression de TARNm dePLAGL1 a la difféerence des tumeurs pour lesquelles
seuls quelques Cp@nt pu étre statistiquement reliés a I'expressiotranscriPLAGLL Le

fait que la méthylation globale corréle a I'expiessdans les lignées et non dans les tumeurs,
peut étre dU a la modification du profil de méthigia 1) lors de la mise en culture et/ ou 2) a
’lhomogénéisation cellulaire (origine monoclonaleesd lignées ?) et a l'absence de
microenvironnement. En effet, il est possible qusain d’'une tumeur le profil de méthylation
et la méthylation de certains CpG soient condittspnau moins en partie, par le
microenvironnement tumoral. Si les CpG conditionindiexpression dePLAGL1 sont
différents selon le type de sarcome, cela sousidntgie les facteurs de transcription, se
fixant a ces CpG lorsqu’ils ne sont pas méthylésegtilant I'expression dBLAGLJ, sont
propres a chaque sarcome. Ceci suggére égalememLAuGL1 pourrait étre transcrit par
I'activation de voies de signalisation differengimscrivant dans I'activation d’'un réseau de

genes propres a chaque type de tumeur.

Cette pléiotropie d’inducteurs et d’acteurs possilpourrait expliquer lesffets antagonistes
de PLAGL1. En effet, PLAGL1 est décrit classiquement comme un gene suppresseur
tumeur du fait de son réle dans l'induction de ¢pfose et I'arrét du cycle cellulaire et de sa
perte dans de nombreux cancers. Néanmoins, certéindes montrent une augmentation de
'expression dePLAGL1 dans certains cancers, et réecemment il a été suggePLAGL1
pouvait méme avoir urble oncogénique dans les glioblastome€es données suggerent que
le r6le dePLAGL1 pourrait dépendre du tissu dans lequel il s’expribles données que nous
avons obtenus dans les sarcomes corroborent cesvatisns puisqu’il semble que dans les
LMS et les US, I'expression deLAGL1 soit demauvais pronostic alors qu’elle ne semble
pas relevante dans les LPS et les GIST. Afin defieércela, il faudrait mesurer les
conséquences de la réexpression de PLAGL1 dankgdéses de LMS, US, GIST ou LPS,
sur la prolifération, 'apoptose mais aussi suttiféérenciation cellulaire ou la migration.

De plus en plus de travaux montrent que la métioylapeut constituer un nouvel outil
clinique, mais la majeure partie de ceux-ci congid@ méthylation globale comme marqueur
prédictif ou pronostique. Cependant, de tres récanticles montrengu’un seul site de
méthylation peut étre prédictif de la survie ou de la réponse aux traitementss BEnUS et
les LMS, nous avons pu relier la méthylation deates CpG a des parametres cliniques
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comme la survie ou la métastase par exemple vieanide méthylation de ces CpG pouvant
étre indicatifs de I'agressivité tumorale ou deilababilité de rechute. L’'analyse de ces CpG
dans les sarcomes pourrait étre envisagée, coontilediagnostique ou pronostique Ceci

s’inscrit donc dans la recherche de biomarquewgdigtifs et / ou pronostiques, dans le but de

mieux orienter les traitements médicaux.

Nous avons montré que plusieurs CpG pouvaient @retlés a des facteurs cliniques
différents, laissant supposer que l'influence denkthylation d’'un promoteur donné ne se
limite pas a un géne mais peut également condiiofiexpression d’'un réseau entier de
genes en favorisant les interactions physiquesadties ou inhibitrices entre les génes.
Chaque CpG peut théoriguement conditionner un végdeagénes différents et induire des

phénotypes variables.

Nous avons mis en évidence la prépondérance dere@pG a conditionner I'expression de
PLAGL1 et certains facteurs cliniques, dans les sarcofgesles sarcomes ne représentent
gu’'l % de tous les cancers. Il serait intéressargavoir si ce mode de régulation est propre

aux sarcomes ou s'il peut étre généralisé aux caugpathéliaux.

De méme, nous avons montré (RleAGL1 pouvait étre régulé, dans les sarcomes, par un
autre mécanisme épigenetiques microRNA. La relation entre les microRNA et le cancer
est un domaine de recherche tres actif depuisquitssannées. Ainsi, il a été démontré que de
nombreux microRNA avaient une expression aberrdiates de multiples cancers ce qui
suggere un rble important de ces petits ARN noragtsddans I'oncogenése. L'expression des
microRNA est souvent modifiée dans les cancerslgaont codés par des genes situés sur
des régions génomiques fragiles, frequemment reraanians les cancers. Les microRNA
régulant un gene donné peuvent varier d’'un typkilegle a I'autre en fonction du niveau
d’expression de ces microRNA et du niveau d’expoesde leurs cibles. Il est donc possible
gue la régulation de PLAGL1 pkas microRNA 15a/15b/16/424 mis en évidence dangtee

étude soit spécifique des sarcomes

Notre travail a permis de découvrir que les micréRNa/15b/16/424 pouvaient se fixer au
3'UTR dePLAGL1et inhiber I'expression de la protéine PLAGL1 dans lignée de
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liposarcome sans avoir de conséquence sur le niwgauson transcrit. L'utilisation
d’inhibiteurs de microRNA dans deux autres ligndediposarcomes a permis d’augmenter
I'expression protéiqgue dBLAGL1 Les inhibiteurs permettant de faire varier |'eegsion
protéigue dePLAGL1 sont différents dans les deux lignées, illustrentfait que les
microRNA régulant PLAGL1 puissent étre variableardtype cellulaire a I'autre et donc la
difficulté a généraliser le mode d’action d’'un neRNA sur une protéine donnée.

Nous avons montré queLAGL1 pouvait étre régulé par des microRNA dans des ligres
cellulaires de sarcomes (LPS)Afin de confirmer I'existence et I'importance eancérologie
de ce mode de régulation, il serait intéressaritide desmodeles murins de xénogreffede
cellules exprimant PLAGL1-3'UTR. Une fois les cédls exprimantPLAGL1 greffées dans
des souris immunodéprimées, linjection de microRMA intra ou péri-tumoral devrait
permettre de diminuer I'expression de la protéihA®L1. Les conséquences de la variation
d’expression de PLAGLL1 pourraient alors étre quigasin vivo.

Par ailleurs, il a été mis au point récemmentrastitut Bergonié la réalisation et I'analyse de
puces microRNA sur plateforme Agilent. Aussi, utadé du profil d’expression miRNA
d’'une quinzaine de LMS a été réalisée sur la puttuman miRNA Microarray V3 »
contenant 866 miRNA humain et 89 miRNA viraux. Unemiére analyse bioinformatique a
mis en évidence une corrélation entre I'expressienlARNm de PLAGL1 et celle du
microRNA 181c. Or, les microRNA 181a et b sont ampour régulePLAG1,un des deux
oncogenes de la famille (BRLAGLL1 Il semblerait donc quBeLAGL1puisse étre réegulé par un
microRNA dans un autre type de cancer que les diposnes. Le méme type d’étude que
celle que nous avons faite dans les liposarcomes Bs microRNA 15a, 15b, 16 et 424

pourrait étre mené dans les LMS avec les microRRZEc1

Ce travaill méme ¢s’il n'explique pas tous les mécasines moléculaires régulant
I'expression dePLAGL1 :
e a mis en évidence un nouveau meécanisme épigénétique réegulation de
I'expression dePLAGL1 dans les sarcomes : les microRNA,
» a affiné les connaissances des mécanismes mis anlg@s de la méthylation de
I’ADN,
* adémontré le réle pronostique et diagnostique deLAGL1 dans les sarcomes,
e a suggéré que la méthylation de certains sites deéthylation puisse étre un

nouvel outil clinique pour orienter le diagnostic & le pronostic.
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Etude de la régulation de I'expression de PLAGLAd®Es mécanismes

épigénétiques dans les sarcomes

PLAGL1 est un géne soumis a 'empreinte parentale qué qgulir une protéine impliquée
dans l'arrét du cycle cellulaire et I'apopto$8.AGL1 et donc soupconné d’étre un géne
suppresseur de tumeur localisé en 6q24-25, unerrégiqguemment délétée dans les cancers.
De précédentes études menées sur des cancerdan#aggthéliale ont mis en évidence la
perte d’expression du gemtAGLY, soit par perte d’hétérozygotie, soit par méthgtatdes
deux alleles du gene. Néanmoins, les mécanismesgdéation de I'expression deLAGL1
restent encore mal connus.

Peu de choses sont connues sur I'étiologie desrsas; sauf qu'ils présentent de nombreux
remaniements chromosomiques, y compris dans laomégontenant le gen®LAGLL
Compte-tenu du réle connu 8AGLJ, notre objectif a été d’étudier dans les sarconigs
son profil d’expression et son impact dans la pbpeathologie de ces cancers et 2) de
caractériser ses mécanismes de régulation épigérétcomme la méthylation de son
promoteur et son éventuelle régulation par desaRilNA.

Ainsi nous montrons que PLAGL1est différentiellement exprimé selon le type decae
considére, 2) le niveau d’expression de TARNmMRI&AGL1 peut étre un outil diagnostique
et/ou pronostique dans ce type de cancer. Noussaggalement mis en évidence pour la
premiere fois, 3) que seuls certains CpG du proamote PLAGL1 conditionnaient sa
transcription et 4) que le niveau de méthylationcdgains CpG du promoteur &AGL1
pouvait étre utilisé comme outil diagnostique oanastique. Pour finir, nous avons montré
I'existence d’une régulation épigénétiqueRIEAGLL par certains microRNA (15a, 15b, 16 et
424) dans les sarcomes.

Mots clés: PLAGL1, épigénétique, méthylation de I'ADN, no&NA, sarcomes

Requlation of PLAGL1 expression by epigenetic macdas in sarcomas

PLAGL1gene is an imprinting gene, expressed only fraenpiditernal allele in normal tissues,
which codes for a protein inducing G1 cell cycleeat and apoptosis suggesting that it could
be the tumor suppressor gene of the 6g24-25 chmmmosregion. Several studies have
shown its loss of expression in some epithelialceasy which was due to epigenetic
alterations like: lost of heterozygosity or pronmrdtgpermethylation. Nevertheless, regulation
mechanisms of PLAGL1 expression are still elusive.

The etiology of sarcomas is still poorly understoddwever, they are characterized by lot of
chromosomic alterations including the chromosoreigion of PLAGL1. Given the role of
PLAGL1, our aims were to study in sarcomas 1) th&®L1 expression profile and its
clinico-pathological impact in these cancers, ahdh2 epigenetic regulations of PLAGL1
such as, its promoter methylation and its poss#égelation by microRNA.

Our results show that: 1) PLAGLL1 is differentiallypressed according to sarcoma sub-type;
2) PLAGL1 mRNA expression could be a good diagnasiprognosis tool in sarcoma. In
addition, we demonstrate for the first time that@)ly few CpG sites are relevant for
PLAGL1 mRNA expression and 4) methylation levelsasime CpG could be use as new
diagnosis or prognosis factor. Moreover, we hiditlig¢ new epigenetic mechanism of
PLAGL1 regulation by microRNA (15a, 15b, 16 and ¥@visarcomas.

Keywords PLAGL1, epigenetic, DNA methylation, microRNA rsamas
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