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Résumé 
Le cancer de l‟ovaire représente 4% de tous les cancers chez la femme et est la première 

cause de décès parmi les tumeurs gynécologiques en occident. Le cancer épithélial de 

l‟ovaire (CEO) représente 90% de toutes les tumeurs de l‟ovaire. Malgré les avancées 

médicales et chirurgicales, le taux de survie à long terme demeure décevant en raison de la 

nature asymptomatique de la maladie. Le traitement repose sur la chirurgie cytoréductive 

suivie de la chimiothérapie combinant les dérivés de platine et de taxanes  avec un taux de 

réponse de plus de 80%. Cependant, la  des patientes font une récidive par l‟émergence de 

la résistance à ces drogues conventionnelles. Les bases moléculaires du déclenchement et 

de la progression du cancer de l‟ovaire sont encore méconnues.  

Au cours d‟un cancer, l‟hyperméthylation des ilots CpG de certains promoteurs géniques 

conduit souvent à l‟inactivation des gènes suppresseurs de tumeur. Parallèlement, 

l‟hypométhylation des ilots CpG de certains promoteurs est également impliquée dans la 

réactivation des proto-oncogènes et des gènes pro-métastatiques. La technologie des 

micropuces à ADN est grandement utilisée au niveau de la recherche sur le cancer, y 

compris celles portant sur les mécanismes et les biomarqueurs associés à la progression et à 

la chimiorésistance dans les cancers ovariens. 

Dans ce travail de thèse, nous avons évalué le profil de méthylation abberante dans les 

différents grades des tumeurs de CEO de type séreux par rapport aux tissus normaux de 

l‟ovaire,  et dans les cellules primaires post-chimiothérapeutiques par rapport aux cellules 

primaires pré-chimiothérapeutiques de l‟ovaire de deux patientes. Nos résultats ont montré  

que l‟hyperméthylation est un événement très précoce de la carcinogenèse avec suppression 

des gènes ayant un rôle protecteur. Alors que l‟hypométhylation massive est associée à la 

phase avancée de la maladie avec la surexpression des gènes impliqués dans l‟invasion et la 
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métastase. Découlant de ces études, RUNX1 et RUNX2 ont été identifiés comme des gènes 

hypométhylés dans les cellules post-chimiothérapeutiques. Les études fonctionnelles ont 

montré que ces deux gènes sont associés à la prolifération, la migration et l‟invasion 

cellulaire dans le CEO. Cependant, ces effets similaires sont exercés par des mécanismes 

moléculaires différents. 
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Abstract 
 

Ovarian cancer accounts for 4% of all cancers in women and is the leading cause of death 

among Gynecologic tumours in the western countries. The epithelial ovarian cancer (EOC), 

which represents 90% of all ovarian tumors. Despite advances in medical and surgical 

treatment, long term survival rate remains disappointing due to the asymptomatic nature of 

the disease. The treatment uses cytoreductive surgery followed by chemotherapy 

combining derivatives of platinum and taxanes with a response rate of over 80%. However, 

the most part of the patients have a recurrence by the emergence of resistance to these 

conventional drugs. The molecular basis of the initiation and progression of ovarian cancer 

are still unknown.  

During cancer, hypermethylation of gene promoter CpG islands often leads to inactivation 

of some tumor suppressor genes. At the same time, CpG islands hypomethylation is also 

associated to reactivation of proto-oncogenes and pro-metastatiques genes. The microarray 

technology has been successfully used in cancer research, including studies on mechanisms 

and biomarkers linked to ovarian cancer progression and chemoresistance.  

In this study, we have evaluated the aberrant DNA methylation profile in tumour grades of 

serous type EOC compared to normal ovarian tissue, and primary cells culture prior to and 

post chemotherapy (CT) treatment from 2 EOC patients. Our results showed that 

hypermethylation is an early event in carcinogenesis with down-regulation of genes having 

a protective role. While massive hypomethylation is associated with advanced serous EOC 

with upregulation of genes involved in cell invasion and metastasis. From these studies, we 

identified  RUNX1 and RUNX2 as hypomethylated genes in post-chemotherapy primary 

cells culture.  
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Sebsequent functional analyses pointed to RUNX1 and RUNX2 association with EOC cell 

proliferation (including cell cycle control for RUNX1), migration and invasion. 

However, RUNX1 and RUNX2 display overlapping functions in EOC dissemination, these 

nevertheless employ distinct molecular mechanisms, specific for each gene. Our data are 

indicative of strong oncogenic potential of both transcription factors in EOC progression. 
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1.  Introduction générale 

1.1- Le cancer épithélial de l’ovaire (CEO) 

1.1.1- L’incidence du cancer de l’ovaire 

Le cancer est une cause majeure de décès dans le monde en raison de sa nature 

asymptomatique. Selon la Société Canadienne de Cancer (SSC), le cancer de l‟ovaire est la  

tumeur gynécologique dont le taux de mortalité est le plus élevé  et est la cinquième cause 

de décès dus au cancer après le cancer des poumons, du sein, du colorectum et du pancréas 

(SCC, 2012). Il a été d‟ailleurs estimé 2600 nouveaux cas en 2012 avec 1750 décès (SCC, 

2012). Au Canada, le cancer de l‟ovaire occupe le septième rang des cancers qui affectent 

le plus les femmes après le cancer du sein, des poumons, du colorectum, de l‟utérus, de la 

thyroïde et du lymphome non hodgkinien (SCC, 2012). La probabilité de développer le 

cancer de l‟ovaire au cours de la vie est d‟environ 1 sur 69 et la probabilité d‟en mourir est 

de 1 sur 92 (SCC, 2012). Comme pour le Canada, les autres pays développés suivent les 

mêmes tendances. Aux États-Unis, selon la Société Américaine de Cancer (SAC), 21990 

nouveaux cas et 15450 décès ont été enregistrés en 2012 (SAC, 2012). Environ 70% des 

femmes diagnostiquées d‟un cancer de l‟ovaire mourront de la maladie (SCC, 2012; SAC, 

2012). 

 

1.1.2 Facteurs de risque du cancer de l’ovaire  

Certains facteurs susceptibles d‟influcer sur la fréquence de l‟avènement de l‟ovulation 

peuvent modifier le risque de développer le cancer de l‟ovaire. Il a été démontré que la 

grossesse diminue le risque, et que ce risque diminue avec chaque grossesse ultérieure 
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(Whittemore, 1994). Dans le même ordre d‟idée, l‟utilisation de contraceptifs oraux 

pendant une période d'au moins cinq années consécutives est liée à la réduction du risque 

de cancer de l'ovaire de 20% (Beral et al., 2008). De façon inverse, la nulliparité a été 

associée à un risque accru (Cetin et al., 2008). D‟autres facteurs chirurgicaux comme 

l'hystérectomie prophylactique ou la ligature des trompes, peuvent réduire le risque de 

développer un cancer de l'ovaire (Hankinson et al., 1993). La salpingo-ovariectomie 

prophylactique peut réduire le risque de cancer de l'ovaire de 80 à 95 % et peut être 

recommandée pour les femmes à haut risque de développer la maladie (Gadducci et al., 

2010). 

Enfin, l‟hérédité constitue également un  risque majeur. Elle est impliquée dans 5 à 15% 

des cas (Lynch et al., 2009; Prat et al., 2005). Le plus important facteur de risque de 

développer un cancer de l'ovaire est une historique familiale de la maladie (Holschneider 

and Berek, 2000). Par exemple, la mère d'une femme atteinte du cancer des ovaires a un 

risque relatif de 4,6 de développer le cancer de l'ovaire (Ziogas et al., 2000). Les personnes 

diagnostiquées pour le cancer héréditaire du sein avec la mutation des gènes BRCA1 (17 q 

21) ou BRCA2 (13q12.3) sont très susceptibles de développer le cancer de l'ovaire. Environ 

90% des cancers ovariens d‟origine héréditaire sont attribués à la mutation dans les gènes 

BRCA1/2 (Lynch et al., 2009). Les mutations germinales de BRCA1 et BRCA2 confèrent 

respectivement un risque de 50 % et 20 % pour le cancer de l'ovaire (King et al., 2003). 

Environ 10 à 15 % des cancers de l'ovaire héréditaires se produisent dans le contexte du 

syndrome de Lynch aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC), dus 

à des mutations des gènes MLH1 (3p21.3), MSH2 (2 p 21), MSH6 (2 p 16) ou PSM2 

(7p22.2) (Lynch et al., 2009).  
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Cependant, les cancers héréditaires de l'ovaire ne constituant que 5-15 % des cas, l'étiologie 

génétique de la plupart des cancers de l'ovaire n‟est pas connus. 

 

1.1.3- Les types de tumeurs de l’ovaire 

La plupart des cancers ovariens se développent à partir de quatre catégories de cellules à 

savoir les cellules épithéliales, les cellules du stroma et du cordon sexuel et les cellules 

germinales. 

 

1.1.3.1 Tumeurs d’origine stromale ou des cordons sexuels 

Les tumeurs dites stromales ou des cordons sexuels comptent pour environ 5% de toutes les 

tumeurs de l‟ovaire (Reed et al., 2010). Les tumeurs ovariennes stromales se développent à 

partir des cellules des tissus conjonctifs qui maintiennent l'ovaire ensemble et ceux qui 

produisent les hormones féminines, les œstrogènes et la progestérone. Les types les plus 

fréquents chez cette classe rare de tumeurs de l'ovaire sont les tumeurs de la granulosa-

thèque et les tumeurs à cellules de Sertoli-Leydig. Les tumeurs d‟origine stromale ou des 

cordons sexuels peuvent être associées à une production hormonale menant au 

développement de phénotypes masculins ou féminins chez les patientes atteintes. De ce 

groupe, les tumeurs des cellules de la granulosa sont les plus potentiellement malignes et se 

développent très souvent chez les jeunes femmes de moins de 20 ans (Reed et al., 2010). 

Ces tumeurs sont généralement indolores, unilatérales et confinées aux ovaires et ont un 

bon pronostic à long terme (Reed et al., 2010).  
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1.1.3.2 Tumeurs d’origine germinale 

Ces tumeurs comptent pour environ 5% de toutes les tumeurs de l‟ovaire et se développent 

à partir des cellules qui produisent les ovules  (Reed et al., 2010). Plus de 75% de ces 

tumeurs sont diagnostiquées chez les jeunes femmes de moins de 25 ans (Gallion et al., 

1983).   Le sous-type de tumeurs de cellules germinales le plus fréquent est le kyste 

dermoïde ou tératome mature. Ces tumeurs sont généralement bénignes et confinées aux 

ovaires (Reed et al., 2010; Templeman et al., 2000).   

La plupart des tumeurs stromales et du cordon sexuel, ainsi que des tumeurs germinales 

étant confinées aux ovaires, le traitement chirurgical est souvent associé à un bon pronostic 

(Reed et al., 2010).  

 

1.1.3.3 Tumeurs d’origine épithéliale 

Les tumeurs épithéliales dérivent des cellules de la surface épithéliale de l‟ovaire (SEO). 

Elles représentent environ 90% de toutes les tumeurs de l‟ovaire (Chen et al., 2003). 

Puisque mon projet de doctorat a porté sur ce type de tumeurs ovariennes, les sections 

suivantes le décriront plus en détails. 

 

1.1.4- Les types histopathologiques du CEO 

Les cancers épithéliaux, qui représentent 90% des cancers des ovaires, peuvent être 

classifiés en fonction du type cellulaire qui les compose en sous-type séreux, mucineux, 

endométrioïdes et cellules claires (Bast et al., 2009) (Figure 1.1). En plus de leur 
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apparence, ces sous-types sont considérés comme des maladies différentes. Des études 

comparatives d‟hybridation génomiques ont montré que ces tumeurs diffèrent par des 

caractéristiques génétiques moléculaires (Tapper et al., 1997) avec distincts profils 

protéiques (Kobel et al., 2008). 

 

 
 

Figure 1. 1 Coupes histologiques des quatre principaux types histopathologiques du 

cancer épithélial de l’ovaire (Bast et al., 2009). 

 

1.1.4.1 Séreux 

Les tumeurs séreuses sont appelées ainsi puisqu‟elles sont formées de cellules ayant 

l‟architecture de la paroi interne des trompes de Fallope (Chen et al., 2003) (Figure 1.1). 

Ce type histopathologique est le plus fréquent et est retrouvé en clinique dans environ 50% 

des CEO malins (Russell, 1979). Environ 50-60% des tumeurs de type séreux sont bénignes 

et donc sous forme de kystes, 15% à faible potentiel de malignité ou borderlines et 30% 

malignes (Chen et al., 2003; Russell, 1979). Récemment, il a été proposé une subdivision 

des tumeurs ovariennes séreuses en carcinomes ovariens séreux de bas grade (COSBG) et 

Séreux Mucineux 

Cellules claires Endometrioїde 
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carcinomes ovarien séreux de haut grade (COSHG). Des évidences soutiennent l‟hypothèse 

que ces tumeurs constituent deux entités distinctes avec absence de progression de COSBG 

à COSHG (Shih Ie and Kurman, 2004). Les tumeurs COSHG constituent environ  90% des 

carcinomes séreux (Kurman and Shih Ie, 2008) avec des mutations germinales de BRCA1 

(Press et al., 2008). Ces tumeurs présentent plusieurs aberrations chromosomiques 

comparativement aux tumeurs COSBG (Singer et al., 2002). Les tumeurs COSHG 

comportent dans 80% des cas une mutation dans le gène suppresseur de tumeur TP53 

(17p13.1). Par contre, les mutations de TP53 dans les tumeurs COSBG sont rares (Salani et 

al., 2008). En plus de la mutation de TP53, les tumeurs COSHG comportent l‟inactivation 

de BRCA1 dans 50% des cas, soit par mutation germinale ou somatique, ou par méthylation 

du promoteur (Press et al., 2008). Les mutations apparaissant dans les gènes KRAS 

(12p12.1) et BRAF (7q34) sont plus caractéristiques des COSBG et des tumeurs séreuses 

borderlines (Singer et al., 2003). Ces mutations apparaissant très rarement dans les tumeurs 

séreuses de haut grade (Mayr et al., 2006; Sieben et al., 2004; Singer et al., 2003). 

Contrairement aux tumeurs de haut grade, les tumeurs de bas grade surviennent 

généralement chez les femmes moins âgées (43 versus 61 ans) avec un meilleur taux de 

survie (81 versus 24 mois) (Gershenson et al., 2006). Les patientes avec bas grade ont une 

réponse initiale faible à la chimiothérapie par rapport aux patientes avec haut grade. 

Cependant, ces dernières font des rechutes plus fréquemment (Shih Ie and Kurman, 2004). 

La survie à 5 ans des patientes avec un stade I de la maladie est de 76%, diminuant à 56% 

en présence d‟un stade II, à 25% avec un stade III et chutant drastiquement à 9% avec un 

stade IV de la maladie (Chen et al., 2003).  
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1.1.4.2 Mucineux 

Les tumeurs dites mucineuses sont plutôt composées de cellules ressemblant à celles de 

l‟épithélium endocervical et intestinal (Chen et al., 2003). Ces cellules sont caractérisées 

par une abondante quantité de mucus (mucine) intracytoplasmique (Figure 1.1). Les 

tumeurs mucineuses comptent pour approximativement 5-10% des cancers de l‟ovaire 

(Russell, 1979). Elles peuvent être sous forme bénignes (80%), à faible potentiel de 

malignité (14%) ou malignes (5%) (Chen et al., 2003; Russell, 1979). Il existe un 

continuum lésionnel entre les différentes tumeurs mucineuses, contrairement aux tumeurs 

séreuses. Les tumeurs mucineuses sont caractérisées par leur grande hétérogénéité.  Ainsi, 

du point de vue histopathologique, les tumeurs mucineuses ovariennes sont les néoplasmes 

ovariens les plus difficiles à interpréter. En présence d‟une tumeur mucineuse d'aspect 

inhabituel dans l'ovaire, il est souvent difficile de faire la distinction entre une lésion 

primitive et une métastase d'origine gastro-intestinale, pancréato-biliaire ou endocervicale 

(Yemelyanova et al., 2008). La caractéristique génétique moléculaire de ces tumeurs est la 

mutation dans le gène KRAS dans plus de 68% des cas (Cuatrecasas et al., 1997; Mandai et 

al., 1998; Sieben et al., 2004). Récemment, il a été établi que la cigarette est un facteur de 

risque pour développer les tumeurs de type mucineux contrairement aux autres sous-types 

(Gram et al., 2012). Les patientes diagnostiquées avec une tumeur mucineuse ont 

généralement un pronostic favorable, car plus de 80% de ces patientes sont diagnostiquées 

au stade I et plus de 80% ont un taux de survie de 5 ans (Chen et al., 2003; Hoerl and Hart, 

1998).  
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1.1.4.3 Endométrioïdes 

Les tumeurs épithéliales dites endométrioïdes sont formées de cellules ayant l‟aspect de 

celles qui recouvrent la paroi de l‟utérus, plus précisément de l‟endomètre (Figure 1.1) 

(Chen et al., 2003; Rosen et al., 2009). Elles représentent environ 10% des tumeurs de 

l‟ovaire. Les tumeurs bénignes de ce type histopathologique sont plutôt rares et surtout 

unilatérales. Ces tumeurs peuvent aussi être retrouvées sous forme borderline dans 20% des 

cas et sont aussi souvent unilatérales (Chen et al., 2003; Jordan et al., 2006; Russell, 1979). 

À l‟opposé et dans près de 80% des cas, les tumeurs endométrioïdes peuvent être malignes 

et environ 13-28% d‟entre elles sont bilatérales. La caractéristique génétique moléculaire de 

ces tumeurs est l‟altération de la voie de la the ß-caténine (CTNNB1, 3p21). La mutation ou 

la  surexpression de la ß-caténine  apparaît respectivement chez 38% et 85% des patientes 

(Moreno-Bueno et al., 2001). La mutation de PTEN (10q23.3) est trouvée dans 20% de 

cancers endométrioïdes (Kolasa et al., 2006; Obata et al., 1998). Dans environ 90%, les 

mutations dans TP53 ont été rapportées dans les carcinomes endométrioïdes de haut grade, 

alors que les carcinomes de bas grade enregistrent 60% de mutation du gène PTEN  (Kolasa 

et al., 2006; Okuda et al., 2003).  

Il est à noter que les tumeurs endométrioïdes malignes sont considérées comme ayant un 

meilleur pronostic que les tumeurs malignes séreuses et mucineuses (Chen et al., 2003; 

Soslow, 2008). 

1.1.4.4 Cellules claires 

Les tumeurs à cellules claires sont caractérisées par des cellules polygonales ayant un 

cytoplasme riche en glycogène et contenant des quantités variées de lipides (Figure 1.1) 

(Kaku et al., 2003). Elles représentent environ 5-10% des tumeurs ovariennes (Chen et al., 
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2003; Rosen et al., 2009). Les tumeurs bénignes et borderlines à cellules claires sont assez 

rares, la majorité des tumeurs de ce type histopathologique étant malignes (Russell, 1979). 

Ces tumeurs ont une caractéristique raciale, puisqu‟elles sont très fréquentes chez les 

femmes orientales. Contrairement aux autres sous-types, les mutations de TP53 (Ho et al., 

2001; Okuda et al., 2003), de  KRAS et BRAF sont rares (Mayr et al., 2006) dans les 

carcinomes à cellules claires. L‟instabilité microsatellite a été observée dans 20-40% des 

carcinomes à cellules claires (Cai et al., 2004; Ueda et al., 2005). Récemment, les mutations 

du gène ARID1A (1p35.3) ont été rapportées dans 60% des cas (Jones et al., 2010). Les 

taux de survie à 5 ans des patientes ayant une tumeur à cellules claires sont beaucoup moins 

bons que les autres types histopathologiques, dû entre autre au fait que c‟est le type le plus 

résistant à la chimiothérapie (Cannistra, 2004). 

De plus en plus, plusieurs évidences montrent que les différents sous-types histologiques du 

CEO constituent des maladies distinctes avec différentes étiologies par l‟expression 

différentielle des gènes HOXA (Cheng et al., 2005; Naora, 2005). Ces gènes de 

développement localisés sur le chromosome 7 sont impliqués dans la différenciation des 

organes du tractus reproducteur (Taylor et al., 1997). L‟expression ectopique de HOXA9, 

HOXA10 et HOXA11 induit la transformation spontanée des cellules de la surface 

épithéliale de l‟ovaire chez la souris, ressemblant respectivement au carcinome ovarien de 

type séreux, endométrioïde et mucineux (Cheng et al., 2005). Ces résultats suggèrent que 

les différents sous-types du CEO se développeraient dans les  cellules de la surface 

épithéliale de l‟ovaire suite à une activation inappropriée des gènes impliqués dans le 

développement du tractus reproducteur (Cheng et al., 2005). 
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1.1.5 Stades et progression de la maladie  

Le stade de la tumeur réfère à la taille de la tumeur et à son degré de propagation dans 

l‟organisme. Les cancers des ovaires peuvent disséminer dans le péritoine et les cavités 

abdominales. Cette dissémination peut se faire par les ascites, un liquide contenant des 

cellules cancéreuses, des lymphocytes et des cellules mésothéliales (Provencher et al., 

1993; Puiffe et al., 2007). Les stades de la maladie sont définis par le dégré de propagation 

de la tumeur primaire aux organes locaux. Ce système de classification a été établi par la 

Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) (FIGO, 1986) comme 

présenté sur le tableau I. Le stade étant un facteur pronostique significatif, les taux de 

survie de cinq ans pour les stades I, II, III et IV de la maladie étant respectivement 93 %, 70 

%, 37 % et 25 % (Trimble, 1999). Concernant la détection précoce, seulement 25% des cas 

sont diagnostiqués au stade I alors que la majorité, diagnostiquée au stade tardif est 

associée à une issue défavorable (Bast, 2003).  

L‟une des caractéristiques du cancer de l‟ovaire est l‟envahissement des organes locaux à 

partir des cellules cancéreuses se trouvant en suspension dans l‟ascite produite lors du 

développement de ce cancer. Ce mode de dispersion qui prédomine lors du développement 

des métastases du cancer ovarien est appelé dissémination cellulaire transcolomique et 

entraine la formation des implants métastatiques (Lengyel, 2010; Shield et al., 2009). 
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Tableau 1.1 Stades de développement des tumeurs ovariennes classifiées selon le 

système FIGO (FIGO, 1986). 

 

STADES DESCRIPTIONS 

1 

Croissance limitée aux ovaires 

1A 
Croissance limitée aux ovaires, sans ascite. Aucune tumeur sur la surface externe 

de l‟ovaire. Capsule intacte 

1B 
Croissance limitée sur les deux ovaires, sans ascites. Aucune tumeur sur la surface 

externe de l‟ovaire. Capsule intact 

1C 
Tumeurs de stade 1A ou 1B, mais avec des tumeurs sur la surface d‟un ou des 

deux ovaires ou présentant une capsule rompue 

2 
Croissance tumorale impliquant un ou les deux ovaires avec la présence 

d‟extensions pelviennes. 

2A 

Extensions et/ou métastases sur l‟utérus ou les trompes de Fallope 

2B 
Extensions et/ou métastases sur d‟autres tissus pelviens 

2C 

Tumeurs de stade 2A ou 2B, mais avec des tumeurs sur la surface d‟un ou des 

deux ovaires ou présentant une capsule rompue ou la présence d‟ascites contenant 

des cellules cancéreuses 

3 

Tumeurs impliquant un ou deux ovaires et/ou présence de nodules 

rétropéritonéales ou inguinales. 

3A 

Croissance tumorale impliquant des implants confinés à la région pelvienne 

3B 
Présence d‟implants abdominaux 

3C 
Présence d‟implants abdominaux plus grands que 2 cm de diamètre 

4 
Croissance tumorale impliquant un ou deux ovaires avec présence de métastases à 

distance. 

 

 

1.1.6- Le grade de la tumeur  

Le grade de la tumeur se base sur la vitesse de croissance et le degré de différenciation de la 

cellule, c‟est-à-dire la différence entre les cellules cancéreuses et les cellules normales en 
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termes d‟apparence et de fonction (AJCC, 2002). Les grades de la maladie sont catégorisés 

en grade 1, grade 2 et grade 3 qui sont respectivement bien, modérément et peu différenciés 

(Chen et al., 2003)(AJCC, 2002).  

Cependant, contrairement à d‟autres types de cancer, les cellules cancéreuses du CEO 

présentent un profil de différenciation plus spécialisé que les cellules normales de la surface 

épithéliale de l‟ovaire qui semblent être à l‟origine de la maladie (Auersperg et al., 2001).  

Il a été proposé récemment un deuxième type de classification en fonction des grades 

permettant de classer les tumeurs soit en bas grade ou en haut grade (Shih Ie and Kurman, 

2004). Les tumeurs de bas grade sont caractérisées par une atypie nucléaire minimale et un 

index mitotique faible, alors que les tumeurs de haut grade sont caractérisées par une atypie 

nucléaire et un index mitotique très élevé (Shih Ie and Kurman, 2004). La classification des 

grades, basée sur l‟architecture des cellules, l‟atypie nucléaire et l‟index mitotique (Shimizu 

et al., 1998) permet d‟obtenir des valeurs pronostiques. Cependant, les difficultés liées à sa 

reproductibilité limitent son application en clinique (Mayr and Diebold, 2000).  

 

1.1.7- Potentiel de malignité du CEO 

La Fédération Internationale de Gynécologie et d‟Obstétrique (FIGO) et l‟Organisation 

Mondiale de la Santé ont proposé que le cancer de l‟ovaire soit davantage classifié en trois 

catégories dont les tumeurs bénignes (BOV), les tumeurs borderlines ou à faible potentiel 

de malignité (LMP) et les tumeurs invasives (TOV) (FIGO, 1971; Serov, 1973). 
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1.1.7.1- Les tumeurs bénignes (BOV) 

Les tumeurs bénignes constituent 60% des CEO (Russell, 1979). Sur le plan  histologique, 

ces tumeurs montrent une prolifération des cellules de la surface épithéliale de l‟ovaire sans 

stratification et ne présentent pas de cellules atypiques (anormales). Ces tumeurs sont non-

invasives et sont généralement retrouvées sous la forme de masses kystiques   (fibromes) et 

cystadénomes (Chen et al., 2003; Russell, 1979). La majorité des tumeurs épithéliales 

bénignes sont de sous-type séreux ou mucineux, alors que celles des autres sous-types sont 

très rares (Chen et al., 2003; Jordan et al., 2006; Russell, 1979). Les tumeurs épithéliales 

bénignes sont traitées avec succès par ablation chirurgicale (Chen et al., 2003). 

 

1.1.7.2 Les tumeurs borderlines ou à faible potentiel de malignité (LMP) 

Environ 15% des CEO sont des tumeurs borderlines ou à faible potentiel de malignité 

(Skirnisdottir et al., 2008). Ces tumeurs ne sont ni bénignes, ni malignes. Elles présentent 

une activité mitotique et une atypie nucléaire élevées que les tumeurs bénignes. Cependant, 

contrairement aux tumeurs invasives, il y a absence d‟envahissement du tissu conjonctif 

adjacent ou d‟invasion stromale (FIGO, 1971; Scully, 1999). La majorité des tumeurs LMP 

sont de sous-types séreux (environ 55%) ou mucineux (40%), les autres sous-types 

représentant moins de 5% (Kaern et al., 1993; Zanetta et al., 2001). Les tumeurs borderlines 

sont souvent limitées aux ovaires et environ 80% des patients avec LMP sont 

diagnostiquées au stade I de la maladie (Kaern et al., 1993; Zanetta et al., 2001). Les 

tumeurs LMP sont généralement associées à un bon pronostic avec un taux élevé de survie 

de 10 ans au stade I (99%), II (98%), III (96%) et IV (77%) (Trimble et al., 2002). Le taux 
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de survie des femmes diagnostiquées au stade précoce de la maladie avoisine 100%. De ce 

faite, la chirurgie conservatrive, avec préservation d‟au moins une partie de l‟ovaire et de 

l‟utérus pour assurer la fertilité est pratiquée dans ces cas (Kaern et al., 1993; Trimble et al., 

2002). Malgré un bon pronostic, environ 15% des tumeurs LMP peuvent récidiver. Les 

femmes avec des tumeurs LMP diagnostiquées au stade avancé de la maladie semblent 

présenter plus de récidives que celles ayant eu une chirurgie conservatrice (Massad et al., 

1991; Zanetta et al., 2001). Cependant, 7-15% des tumeurs LMP peuvent récidiver et sont 

souvent associées avec de l‟aneuploïdie (nombre anormal de chromosomes), un index 

mitotique élevé et/ou la présence de microinvasion (Ouellet et al., 2005). Les tumeurs 

borderlines peuvent présenter des lésions à distance ou extraovariennes. Ces lésions 

caractéristiques ne sont pas appelées métastases, mais plutôt implants péritonéaux. Les 

implants péritonéaux des tumeurs LMP séreuses ont été classés comme étant invasifs (22% 

des cas) ou non-invasifs (78% des cas). Les implants non-invasifs sont associés à la survie 

à long terme des patientes. À l‟opposé, 50% des patientes présentant des implants invasifs 

récidivent et leur taux de survie à 10 ans est de 33% (Dietel and Hauptmann, 2000; Jones, 

2006). 

 

1.1.7.3 Les tumeurs invasives (TOV) 

Les tumeurs invasives constituent approximativement 30% des CEO (Russell, 1979). Ces 

tumeurs présentent une prolifération épithéliale avec stratification, en plus d‟avoir 

beaucoup d‟atypies cellulaires et un index mitotique élevé. Mais la caractéristique propre 

aux tumeurs invasives est la présence d‟invasion stromale destructive. Ces tumeurs sont 

aussi souvent composées de larges zones nécrotiques, hémorragiques, inflammatoires et 
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solides. Elles touchent essentiellement les femmes en péri-ménopause et après la 

ménopause. La majorité des tumeurs invasives sont détectées à un stade avancé (III-IV) de 

la maladie. Le taux de survie à  5 ans d‟une tumeur invasive séreuse de stade III est 

seulement 15-30% (Chen et al., 2003; Dietel and Hauptmann, 2000). A noter que les 

differents  stades de la maladie sont présentés en détails dans le tabeau la section 1.1.5. 

 

1.1.8- L’origine du cancer épithélial de l’ovaire 

Les cellules à l‟origine du cancer de l‟ovaire et les mécanismes par lesquels la maladie se 

développe ont été décrits dans la littérature à travers plusieurs hypothèses. 

 

1.1.8.1-  L’hypothèse de l’origine épithéliale 

Au cours de la progression néoplasique, la simple couche épithéliale subie des changements 

de différenciation qui résultent en la perte des caractéristiques stromales et en l‟acquisition 

de caractéristiques de l‟épithélium des canaux de Müller. Ces canaux de Müller étant à 

l‟origine des trompes de Fallope, de l‟endomètre et du col de l‟utérus, sont ainsi 

directement impliqués dans la classification des différents types histopathologiques qui ont 

été décrits à la section 1.1.4 (Ahmed et al., 2007; Colombo et al., 2006; Feeley and Wells, 

2001). Il a été aussi suggéré que la transformation des cellules en CEO pourrait s‟expliquer 

par la théorie de l‟ovulation incessante, l‟exposition aux gonadotrophines et 

l‟inflammation. Selon Fathala, une ovulation incessante serait la cause de plusieurs 

désordres génomiques qui mèneraient au développement du cancer ovarien (Fathalla, 

1971). Lors de l‟ovulation, la surface épithéliale de l‟ovaire se rompt pour éjecter l‟ovule et 
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doit donc rapidement se réparer par la suite. La prolifération rapide des cellules de la 

surface épithéliale favoriserait des aberrations génétiques dans le génome qui mèneraient à 

la transformation néoplasique (Hoglund et al., 2003). La plupart des carcinomes ovariens 

ont des aberrations chromosomiques complexes allant de chromosomes uniques jusqu‟à la 

présence de trisomies et de tétrasomies (Hoglund et al., 2003). La théorie de Fathala est 

supportée par des études ayant montré une incidence élevée du cancer de l‟ovaire chez les 

poules qui ovulent (Fredrickson, 1987). Cette même théorie pourrait également expliquer la 

diminution du risque de développer la maladie par l‟usage de contraceptifs oraux et la 

parité. La théorie des gonadotrophines postule que l‟augmentation des gonadotrophines 

hypophysaires induisant l‟ovulation pourrait induire la transformation des cellules de la 

surface épithéliale de l‟ovaire (Cramer and Welch, 1983). Cette théorie pouvant s‟appliquer 

aux cellules de la surface épithéliale de l‟ovaire exposées à des concentrations élevées de 

gonadotrophines dans les kystes d‟inclusion. La théorie de  l‟inflammation propose que les 

réactions inflammatoires, induites suite à l‟ovulation, exposent les cellules de la surface 

épithéliale de l‟ovaire aux stress oxydatifs, cytokines et aux dommages cellulaires 

entrainant des effets mutagéniques (Ness and Cottreau, 1999). Cette théorie pourrait 

expliquer la diminution du risque du cancer de l‟ovaire après légation des trompes et 

hystérotectomie. Ces procédures permettant de réduire l‟exposition des cellules aux 

facteurs environnementaux, initiateurs de l‟inflammation (Ness and Cottreau, 1999). 

Comme d‟autres cancers, la transformation des cellules précurseurs en cellules du CEO se 

fait par sélection clonale des cellules ayant accumulé plusieurs mutations (Jacobs et al., 

1992; Pejovic et al., 1991; Vogelstein and Kinzler, 1993). 
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1.1.8.2-  L’hypothèse d’un continuum entre les tumeurs BOV, LMP et TOV 

Un sujet très controversé dans le domaine du cancer de l‟ovaire est de savoir si les tumeurs 

bénignes, borderlines et invasives sont en fait des étapes de progression du cancer de 

l‟ovaire suivant un continuum, ou si elles sont tout simplement des entités qui surviennent 

de façons distinctes. Des analyses moléculaires et protéiques de tumeurs suggèrent deux 

pathogénèses différentes, principalement pour les tumeurs séreuses. En 2004, il a été 

proposé de classifier les CEOs en deux catégories; les tumeurs de type I ou de type II (Shih 

Ie and Kurman, 2004). Le prototype de tumeur de type I est constitué de carcinomes 

ovariens séreux de bas-grade (G1) (COSBGs), alors que celui de type II comprend les  

carcinomes ovariens séreux de haut-grade (G2-3) (COSHGs). Les COSHGs et  les 

COSBGs constituent des maladies différentes avec absence de continuum de progression de 

la maladie. Cette notion est supportée par des analyses de gènes individuels ayant montré 

une fréquence très faible des mutations KRAS et BRAF dans les COSHGs, alors qu‟elles 

sont présentes à des fréquences élevées dans des COSBG (Singer et al., 2003). Cela 

suggère que les COSHGs proviennent rarement des COSBGs (Mayr et al., 2006; Sieben et 

al., 2004; Singer et al., 2003). Les COSBGs et les LMPs ayant en commun des fréquences 

élevées de KRAS et BRAF, il a été proposé que les COSBGs se développeraient suite à des 

lésions bénignes qui progressent ensuite en tumeurs LMP (Shih Ie and Kurman, 2004). 

La catégorie de type I regroupe aussi les sous-types mucineux, endométrioïdes et dans une 

moindre mesure les cellules claires (Shih Ie and Kurman, 2004). Les tumeurs mucineuses 

semblent plutôt se développer en suivant un continuum, c‟est-à-dire à partir d‟une tumeur 

bénigne, pour devenir ensuite une tumeur LMP et enfin une tumeur TOV (Shih Ie and 

Kurman, 2004). Plusieurs études ont montré pour ce type de cancer, que la fréquence des 
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mutations de KRAS augmente de BOV à LMP et à TOV (Ichikawa et al., 1994; Mok et al., 

1993; Rosen et al., 2009). Les tumeurs endométrioïdes semblent évoluer en continuum de 

la forme bénigne à LMP, alors que la forme TOV progresserait de façon indépendante 

(Oliva et al., 2006). Les études moléculaires soutiennent que dans ce type de tumeur, les 

mutations de la ß-caténine sont plus fréquentes dans les formes LMPs (90%) et de bas 

grade (60%), alors qu‟elles sont rares dans les tumeurs de haut grade (3%) (Oliva et al., 

2006). Quant aux tumeurs à cellules claires, les mécanismes moléculaires se rapportant au 

modèle de progression ne sont pas encore assez connus, cependant, il a été suggéré que ces 

tumeurs se développeraient par des mécanismes indépendants (Kurman and Shih Ie, 2008; 

Shih Ie and Kurman, 2004).  

 

1.1.8.3-  L’hypothèse de l’origine des trompes de Fallope 

L‟utilisation récente de la salpingo-ovariectomie bilatérale prophylactique chez les femmes 

porteuses de mutations BRCA1/2 a permis de comprendre l‟origine des tumeurs de type II 

dont les COSHGs. Ces tumeurs ne semblent pas  se développer à partir des lésions 

bénignes ou  LMP, mais plutôt des cellules abritant des mutations de TP53. L‟examen des 

trompes de Fallope retirées lors des chirurgies prophylactiques a montré la présence de 

petites lésions précancéreuses avec des foyers de coloration intense de p53, appelés 

"signature de p53" (Lee et al., 2007). Par ailleurs, la région distale des trompes utérines (le 

pavillon), qui est la région située à proximité des ovaires, semble être le site d‟initiation 

(Figure 1.2). Ces signatures de p53 sont d‟ailleurs plus fréquentes dans les cellules 

épithéliales des trompes de Fallope contenant également des carcinomes intra-épithéliale 

tubaire (TICs) dans près de 100% des échantillons (Lee et al., 2007). De plus, des 
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carcinomes ovariens associés aux TICs avaient des mutations de TP53 identiques (Lee et 

al., 2007). Il a été proposé que des mutations de BRCA1 exacerbent la réparation de l'ADN 

et prédisposent des cellules à l'instabilité génétique, donnant lieu à la signature de p53 et 

aux TICs, qui peuvent ensuite évoluer vers le COSHG (Kurman and Shih Ie, 2008). Les 

CEO avec la mutation BRCA1 possèdent les mêmes caractéristiques que le COSHG, telles 

que des mutations fréquentes de TP53 et ainsi pourraient se développer suivant des voies 

semblables (Kurman and Shih Ie, 2008; Press et al., 2008). Ainsi, l‟altération de TP53/p53 

ou de BRCA1 peut être un événement précoce dans la pathogenèse des COSHGs (Landen et 

al., 2008).  

 

Figure 1.2 : Modèle de développement des tumeurs de haut grade du cancer 

épithéliale de type séreux. Les tumeurs de bas grade se developeraient à partir des 

incusions kystiques de l‟ovaire, alors que celles des hauts grades ont pour origine la trompe 

de Fallope. 

 

1.1.9- Au niveau clinique     

Comme décrit dans la section 1.1.7, le cancer de l‟ovaire est une maladie silencieuse très 

souvent diagnostiquée au stade avancé avec une issue défavorable. 
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1.1.9.1- Symptômes 

Les symptômes des carcinomes ovariens sont non spécifiques. Les symptômes les plus 

fréquents sont la distension abdominale, l‟urination fréquente, les ballonnements, la 

constipation, les nausées, l'anorexie ou une sensation de satiété précoce reliée à 

l‟implication des ascites, de l‟intestin et de l‟épiploon (Goff et al., 2007; Olson et al., 2001). 

Contrairement au cancer du sein ou le cancer du col utérin, aucun programme de dépistage 

n‟est disponible pour la détection du cancer de l'ovaire. De ce faite, la surveillance 

médicale pour les symptômes demeure la plus importante (2002). Une autre difficulté dans 

le dépistage du cancer des ovaires est que la nature de la progression de la maladie est en 

grande partie inconnue (Menon and Jacobs, 2000). En plus de la présentation des 

symptômes, la présence d'une masse pelvienne palpable détectée par l'examen pelvien peut 

également être indicative de cancer de l'ovaire (Cannistra, 2004). Si le cancer de l'ovaire est 

suspecté, une échographie transvaginale peut être effectuée pour un examen plus 

approfondi de la région pelvienne (Cannistra, 2004). 

 

1.1.9.2- Détection 

Au cours des deux dernières décennies, des efforts ont été menés pour découvrir de 

nouveaux marqueurs sériques pour le diagnostic précoce du cancer de l'ovaire (Lokshin, 

2012). Toutefois, le CA 125 découvert il y a 30 ans demeure toujours le meilleur marqueur 

des cancers de l'ovaire (Cramer et al., 2011). Un nouveau marqueur de cancer de l'ovaire, la 

protéine HE4, est également offert dans certains laboratoires cliniques. 
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1.1.9.2.1- Le marqueur CA125 

La glycoprotéine CA 125 a été découverte en 1981 par Liber Al avec un anticorps 

monoclonal de souris (125 OC) produit par l'immunisation de souris avec une lignée de 

cellules de cancer de l'ovaire séreuse (Bast et al., 1981). Le CA125 a une valeur seuil de 

référence de 35 U/mL. Il a été démontré que cette protéine est élevée dans plus de 80% des 

cas de ce type de cancer. Il a été d‟ailleurs établi que l‟augmentation ou la diminution du 

taux sanguin de CA125 corrèle avec la progression ou la régression de la maladie (Bast et 

al., 1983). Cependant, les niveaux de CA-125 peuvent également être élevés en raison de 

maladies inflammatoires pelviennes, de l‟adénomyose, de l‟endométriose, de la grossesse, 

de la menstruation et des kystes de l'ovaire (Barney et al., 2008). Le CA 125 seul n'est donc 

pas un test de diagnostic courant utile pour le dépistage du cancer de l'ovaire en raison de sa 

spécificité limitée, mais il est utile pour surveiller la réponse au traitement et pour détecter 

la récidive de la maladie (Lutz et al., 2011). 

 

1.1.9.2.1- Le marqueur HE4 (human epididymis protein 4) 

La glycoprotéine HE4 est un autre marqueur de cancer de l'ovaire intensément étudié ces 

dernières années. Les fonctions exactes de HE4 n'ont pas été caractérisées. HE4 est 

surexprimé dans 93 %  des cas de cancer de sous-type séreux, 100 % d'endométrioïdes et 

50 % à cellules claires, mais pas dans le sous-type mucineux ou le cancer ovarien à cellules 

germinales (Drapkin et al., 2005). Par rapport au CA 125, HE4 est moins souvent 

surexprimés dans certaines maladies ovariennes bénignes, telles que l'endométriose (Moore 

et al., 2012; Ono et al., 2000; Welsh et al., 2001). Bien que plusieurs études ont montré que 
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HE4 est un marqueur plus spécifique de cancer de l'ovaire que CA 125 (table 2), 

l'utilisation clinique de HE4 dans la différenciation du cancer de l'ovaire à d'autres maladies 

gynécologiques bénignes continue d'être évaluée. 

Tableau 1.2. La sensibilité et la spécificité de HE4 et CA 125 pour différencier le 

cancer de l’ovaire des autres maladies bénignes de l’ovaire. 

 

Sensibilité 
Spécificité Pathologies Références 

HE4 CA125 

67% 40% 96% 
Cancer de l‟ovaire versus maladies 

bénignes de l‟ovaire 

Hellstrom et 

al., 2003 

72,90% 43,3% 95% 
Cancer de l‟ovaire versus maladies 

bénignes de l‟ovaire 

Moore et al., 

2008 

71,40% 64,30% 95% 
Cancer de l‟ovaire versus 

l‟endométriose ovarienne 

Huhtinen et al., 

2009 

75,60% 65,30% 95% 
Cancer de l‟ovaire versus maladies 

gynécologiques bénignes 

Shah et al., 

2009 

 

1.1.9.3- Traitement 

Le traitement du cancer ovarien consiste à une chirurgie cytoréductive suivie d‟une 

chimiothérapie. La chirurgie permet d‟établir une bonne stadification du cancer (bas et haut 

risque) afin de déterminer le traitement subséquent le mieux adapté que possible. La 

chirurgie cytoréductive implique l‟hystérectomie (ablation de l'utérus), la salpingo-

oophorectomie bilatérale (ablation des trompes de Fallope et des ovaires) ou  l‟enlèvement 

si possible des implants (Cannistra, 2004). Le but de la chirurgie cytoréductive consiste à 

enlever le plus de la tumeur que possible. 

Après la chirurgie, les patients subissent souvent une chimiothérapie qui consiste à une 

combinaison de dérivés platine et taxane, tels que le carboplatine et le paclitaxel (Cannistra, 

2004). Les dérivés platine sont des agents alkylants qui ont comme mécanisme d‟action 
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commun la liaison à l‟ADN. Ces  agents forment des liaisons intrabrins avec l'ADN. Il en 

résulte une inhibition de la réplication de l‟ADN, une inhibition de la transcription de 

l‟ARN, un arrêt du cycle cellulaire dans la phase G2 et une induction des mécanismes de 

l‟apoptose (Ho et al., 2003). Les dérivés taxanes agissent sur les cellules en division active 

en se liant de façon définitive aux sous-unités β-tubuline et par conséquent, en stabilisant 

les microtubules. Cette liaison de la drogue aux microtubules empêche le mouvement 

dynamique normal des microtubules conduisant à l'arrêt mitotique et, éventuellement, la 

mort cellulaire (Van et al., 1999). Plus de 80 % des patients répondent au traitement 

(Agarwal and Kaye, 2003). Malgré cette bonne réponse initiale, la majorité des patients à 

un stade avancé feront une rechute. La maladie récurrente n'est souvent pas guérissable, et 

la prise en charge se fait dans une large mesure de façon palliative (Cannistra, 2004).  

 

1.2 Épigénétique et cancer 

 

1.2.1 Émergence de l’épigénétique 

 

L‟importance du principe épigénétique est mise en évidence du faite que toutes les cellules 

d‟un organisme vivant partagent un génome identique. Cependant, elles n‟ont pas toutes la 

même morphologie et ne contribuent pas aux mêmes fonctions biologiques. Cette 

hétérogénéité est le fruit d‟une expression différente du génome en fonction du type 

cellulaire. La machinerie qui se met en place pour réguler cette expression fait appel à des 

mécanismes moléculaires complexes appartenant au domaine de l‟épigénétique. 
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Le terme "épigénétique" a été introduit pour la première fois par Conrad Waddington en 

1942 (Waddington, 2012) pour décrire la discipline de la biologie qui étudie "les 

interactions des gènes avec leur environnement pour définir le phénotype des êtres". De nos 

jours, le terme "épigénétique" peut être défini comme l'étude des changements héréditaires 

dans la fonction des gènes sans altération de la séquence d‟ADN (le code génétique). La 

génétique, telle qu‟elle a été pratiquée pendant de nombreuses années, se focalisant sur les 

modifications de la structure primaire de l‟ADN, comme les mutations, n‟a effectivement 

pas suffi à élucider certains des mystères du vivant. C‟est en s‟intéressant aux mécanismes 

intervenant "au-dessus" de l‟ADN (selon l‟étymologie du préfixe "épi") que les chercheurs 

ont pu comprendre et expliquer certaines pathologies non cancéreuses (tableau 1.3)(Heyn 

and Esteller, 2012) mais aussi le cancer (Egger et al., 2004; Feinberg et al., 2006; Jones and 

Baylin, 2002).  
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Tableau 1.3. Les altérations épigénétiques dans les maladies non-cancéreuses. 

Modification 

épigénétique 
Maladie Altération 

Méthylation de 

l‟ADN 

Maladie d'Alzheimer Hyperméthylation (NEP) 

Syndrome Angelman Défaut d‟empreinte (15q11.2-q13) 

Athérosclérose Méthylation aberrante 

Syndrome ATRX 
Méthylation aberrante (répétitions 

sub-télomeriques) 

Diabète de type I Méthylation aberrante 

Sclérose multiple Hypométhylation (PADI2) 

Arthrite rhumatoïde Méthylation aberrante (DR3 et L1) 

Modification 

d‟histone 

Lupus érythémateux 

systémique 

Hypométhylation (PRF1, CD70, 

CD154 et AIM2) 

Maladie d'Alzheimer Phosphorylation aberrante 

Athérosclérose 
Hyperméthylation de H4K20, 

déacétylation de H4 

Diabète de type I 
Méthylation aberrante (CTLA4 et 

IL-6) 

Syndrome X fragile 
Liaison aberrante de l‟histone 

(FMR1) 

Maladie de Huntington 
Méthylation et acétylation 

aberrantes 

Maladie de Parkinson 
Méthylation et acétylation 

aberrantes 

Lupus érythémateux 

systémique 

Phosphorylation aberrante (cibles 

de NF-kB) 

 

Les mécanismes épigénétiques majeurs incluent les modifications post-traductionnelles des 

queues d‟histones, l‟expression des micro-ARNs (20-22 nucléotides) et la méthylation de 

l‟ADN (Herceg and Ushijima, 2010) (figure 1.3). Ces différents types de modifications 

épigénétiques sont intimement liés et interagissent très souvent pour renforcer de façon 

régulée les  différents processus cellulaires. Les mécanismes épigénétiques sont essentiels 
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pour le développement embryonnaire, la différenciation cellulaire, la protection contre des 

génomes viraux et semblent importants pour l'intégration de signaux endogènes et 

environnementaux pendant la vie d'un organisme (Feinberg et al., 2006; Herceg, 2007; 

Jaenisch and Bird, 2003). Les modifications des queues d‟histones par méthylation, 

acétylation ou phosphorylation  entrainent, au niveau de la chromatine l‟adoption d‟un état 

ouvert (euchromatine) ou fermé (hétérochromatine) (Bannister and Kouzarides, 2011). 

L‟expression des micro-ARNs non-codants module l‟expression des gènes par interaction 

directe avec les ARNm (Khraiwesh et al., 2010; Saxena and Carninci, 2011). Enfin, l‟une 

des modifications épigénétiques étudiées avec un intérêt croissant est la méthylation de 

l‟ADN; elle fera l‟objet des travaux présentés tout au long de ce manuscrit. Contrairement 

aux altérations génétiques, tous ces mécanismes épigénétiques sont réversibles et les 

modifications qui en résultent sont transmises entre générations de cellules somatiques 

après leur division. 
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Figure 1.3 -  Une interaction mutuelle se fait entre les types différents d'informations 

épigénétiques. Les mécanismes épigénétiques régulent plusieurs processus cellulaires 

directement ou indirectement et jouent des rôles critiques dans les réponses cellulaires aux 

stimuli environnementaux et endogènes (Herceg and Ushijima, 2010). 

 

 

1.2.2  Régulation des micro-ARN (miARNs) 

 

La classe la plus largement étudiée des ARNs non codants (ncRNA) est celle des 

microARNs (miARN), qui sont de petits ncRNAs de 22 nucléotides. Les miARNs sont 

impliqués dans la répression génique post-traductionnelle en contrôlant la traduction des 

ARNm en protéines. Les miARNs participent à la régulation de tous les processus 

cellulaires en régulant l‟expression d‟environ 60 % des gènes codant pour les protéines 
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(Friedman et al., 2009). Comme l'ARNm, les miARNs sont principalement transcrits par 

l‟ARN polymérase II (RNA pol II), bien que la synthèse des miRNA qui résident près des 

gènes codant pour les ARNt et les séquences Alu est connue se produire par l'ARN 

polymérase III (Borchert et al., 2006). L‟ARN polymérase II synthétise un transcrit 

primaire appelé pri-miARN. Ce transcrit primaire est traité par un microprocesseur Drosha, 

une protéine de la ribonucléase-III (Lee et al., 2003), en collaboration avec son co-facteur, 

la protéine DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene-8), responsable de l'ancrage 

du pri-miARN dans le complexe (Han et al., 2006). Le traitement du pri-miARN produit 

une molécule de 70 nucléotides nommé pre-miRNA, qui migre vers le cytoplasme en 

utilisant la protéine d‟exportation nucléaire appelée Exportin-5 (XPO5) (Yi et al., 2003). Le 

pré-miARN est relâché dans le cytoplasme de facon dépendante du GTP et est traité dans 

un complexe composé de la protéine Dicer (une protéine de la ribonucléase-III) et de la 

protéine de liaison à l'ARN double-brin TRBP, pour produire le miRNA fonctionnel de 22 

nucléotides de long (Hutvagner et al., 2001). Ces miARNs fonctionnels sont ensuite 

chargés dans le complexe RISC (RNA-induced silencing) composé de Dicer, de TRPB et 

de la protéine complexe Argonaute (Ago) pour cibler les ARNm par complémentarité des 

séquences au niveau de la région 3‟ non transcrite (Lai, 2002). La voie de biosynthèse de 

miRNA est résumée dans la Figure 1.4. 
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Figure 1.4: La voie de biosynthèse de miRNA du noyau au cytoplasme (Lopez-Serra 

and Esteller, 2012). 

 

Comme avec les gènes classiques, les miARNs peuvent être soumis à des altérations 

génétiques et épigénétiques. Ces altérations modifient leur profil d'expression et altèrent les 

mécanismes qu'ils régulent. Les anomalies chromosomiques (délétions, translocations, 

altérations du nombre de copies), les mutations dans l'ADN et la dérégulation épigénétique 

des miARNs ou des gènes impliqués dans leur biogenèse ont été décrits dans la progression 
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tumorale (Paroo et al., 2009). Le rôle des miARNs dans la maladie a été mis en évidence 

par leur profil d‟expression abberante dans les tumeurs humaines, puis par des études 

fonctionnelles in vitro et in vivo de cellules transformées et des modèles d‟organisme. La 

première association entre les miRNAs et le développement du cancer a été décrite dans la 

leucémie lymphoïde chronique avec la délétion chromosomique 13q14. Cette suppression 

dérègle miR-15 et miR-16 (Calin et al., 2002). La plupart des cibles de ces deux miARNs 

sont des oncogènes et gènes suppresseurs de tumeur (Wt1 et Rab8B) et sont impliquées 

dans la croissance, le cycle cellulaire (par exemple, Anxa2 et Cdc2) et l‟apoptose (Grp78 et 

Bcl2) (Calin et al., 2008). De plus, les miARNs sont fréquemment localisés dans les 

régions fragiles des chromosomes comme cela a été montré dans le cancer de l'ovaire, du 

sein et dans les mélanomes (Calin et al., 2004; Zhang et al., 2006).  

Cependant, l‟une des causes les plus fréquentes de la perte d‟expression des miARNs 

suppresseurs de tumeur est l‟hyperméthylation des ilots CpG de leur transcrit primaire 

(Huang et al., 2009; Lujambio et al., 2008; Saito et al., 2006). Par exemple la répression de 

miR-34 en raison de l‟hyperméthylation de l‟ADN de son promoteur ou l'inactivation de 

p53 modifie la voie Notch (Pang et al., 2010), qui est impliquée dans la promotion, 

l'invasion et l'apoptose des cellules cancéreuses (Bin Hafeez et al., 2009). L‟une des cibles 

de miR-34 est SIRT1, un oncogène qui diminue la capacité de p53 de promouvoir l'arrêt du 

cycle cellulaire par désacétylation de la protéine. Le profil de l‟expression altérée de cette 

famille de miRNA a été décrit dans le cancer gastrique (Tsai et al., 2011), ovarien (Corney 

et al., 2010) et colorectal (Lujambio et al., 2008).  

 



31 

 

1.2.3 Modifications de la chromatine 

L‟organisation dynamique de la chromatine est modulée par plusieurs modifications 

chimiques notamment l‟acétylation et la méthylation. L‟acétylation des histones, catalysée 

par les histones acétylases (HATs), est associée aux gènes transcrits activement (Figure 

1.5). Elle permet le décompactage de la chromatine pour donner l'accès aux facteurs de 

transcription et aux polymérases (Marks et al., 2001). L‟hyperacétylation de la lysine 9 de 

l‟histone H3 (H3K9) et la méthylation de sa lysine 4 (H3K4) contribuent à la forme 

euchromatine. Cette conformation ouverte de la chromatine permet aux facteurs de 

transcription d‟accéder au promoteur du gène pour débuter la transcription. Par contre, 

l‟hypoacétylation des histones qui est catalysée par les histones deacétylases (HDACs) est 

associée aux gènes réprimés (Marks et al., 2001). Ceci provoque la compaction de la 

chromatine et rend la transcription impossible. Dans cette forme transcriptionnellement 

inactive de la chromatine ou hétérochromatine, H3K4 est deméthylée tandis que H3K9, 

H3K27 et H4K20 sont methylées (Bannister and Kouzarides, 2011). 

La méthylation de l‟ADN intervient dans la régulation de l‟expression des gènes de façon 

conjointe à ces mécanismes. Chez l‟humain, il existe environ 45000 ilots CpG occupant 1 à 

2% du génome (Gardiner-Garden and Frommer, 1987; Lister et al., 2009), et ceux-ci sont 

présents dans au moins un des promoteurs de 70% des gènes humains (Illingworth and Bird, 

2009). Leur état non-méthylé engendre le maintien d‟une structure ouverte de la chromatine 

permettant ainsi une potentielle transcription (Antequera, 2003). Une minorité de 

promoteurs peut en revanche être associée à des ilots CpG méthylés et est ainsi reconnue 

par des protéines MBD (Methyl-Binding Domain) possédant des domaines de liaison à 

l‟ADN méthylé qui empêchent alors la potentielle liaison de facteurs activateurs de 
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transcription et la reconnaissance des séquences consensus. Un processus coopératif semble 

lier la deacétylation d'histones et la méthylation d'ADN pour favoriser la répression de 

l‟expression génique (Fuks et al., 2003). Il a été démontré que les protéines MBPs liant la 

méthylcytosine peuvent recruter les HDACs (histones déacétylases) et les enzymes qui 

méthylent les histones (méthyltransférases d'histones) conduisant à la compaction de la 

chromatine par désacétylation et méthylation des histones (Fuks et al., 2003; Joulie et al., 

2010). En outre, il a été montré que les méthyltransférases d'ADN peuvent directement lier 

les HDACs (Rountree et al., 2001).  

Par ailleurs, la méthylation de l‟ADN contribue à la stabilité du génome en stabilisant les 

éléments répétés qui le compose en grande majorité et qui ont longtemps été considérés 

seulement comme de l‟ADN parasite (Slotkin and Martienssen, 2007). Il a été observé que 

38% des cytosines methylées étaient localisées dans les éléments répétés et les régions 

centromériques et sous-télomeriques (Serre et al., 2010). La méthylation des séquences 

répétées empêche leur transcription ainsi que leur transposition tandis que leur 

hypomethylation favorise les réarrangements chromosomiques influençant ainsi l‟intégrité 

du génome et pouvant mener a des pathologies diverses, notamment des cancers (Horard et 

al., 2009). 

Cette régulation est contrôlée de façon spécifique à un tissu au cours du développement et 

est ensuite maintenue tout au long de la vie d‟un individu. 
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Figure 1.5: Schémas du contrôle épigénétique de la transcription des gènes par les 

altérations de la méthylation de l'ADN et les modifications de statut de la chromatine. 

A: ADN transcriptionnellement actif avec une structure de la chromatine ouverte avec des 

nucléosomes largement espacés (cercles bleus lumineuses). Ceci est associé à des résidus 

de CpG non méthylés sur l'ADN (cercles blancs) avec des niveaux accrus d'acétylation 

(triangles verts) des résidus de lysine de l‟histone H3 (flèches roses clair). B: la chromatine 

en conformation transcriptionnellement répressive avec des GpC méthylés sur l'ADN 

(cercles rouges), des nucléosomes compactés (cercles bleus foncés), des histones 

déacétylées (flèches roses foncés) et la méthylation des résidus de lysine spécifique de 

l‟histone H3 (ovales rouges) (Lindsey et al., 2005).  

 

 

1.2.4  Méthylation abberante de l’ADN 

 

1.2.4.1 Mécanismes de méthylation de la cytosine 

 

Chez le mammifère, la méthylation de l‟ADN est l‟une des principales modifications 

épigénétiques consistant en l‟addition covalente d‟un groupement méthyl (CH3) à une 

position 5 d‟une cytosine (C) suivi d‟un résidu guanine (G) ou CpG (Figure 1.6). Ces 
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dinucléotides CpGs sont peu fréquents dans le génome, dû à leur haut potentiel de mutation 

en TpG par désamination (Fryxell and Moon, 2005; Pfeifer, 2006). Les 5-méthylcytosines 

représentent seulement 1% de toutes les bases composant le génome des mammifères mais 

occupent la majorité des CpGs (70 à 80%) (Bird, 2002). Les dinucléotides CpG sont peu 

fréquents dans le génome des mammifères sauf dans des petites régions 

d‟approximativement 1000 paires de bases appelées « îlots » CpG  avec une teneur de plus 

de 50 % de CG (Gardiner-Garden and Frommer, 1987). La plus grande partie des îlots CpG 

sont retrouvés dans la région promotrice de presque la moitié des gènes. Dans les cellules 

souches embryonnaires, environ 25% des 5-méthylcytosines peuvent se trouver dans des 

trinucléotides CpHpG ou CpHpH (ou H est A, C ou T) (Lister et al., 2009; Meissner et al., 

2005). Chez les plantes, les cytosines présentés dans le contexte CpNpG ou CpA peuvent 

également porter cette modification. L‟ensemble des bases methylées du génome constitue 

le méthylome. L‟addition d‟un groupement méthyle sur une cytosine de façon covalente est 

catalysée par des ADN méthyltransférases (DNMTs) (Klose and Bird, 2006). Ceci est 

réalisé en présence du donneur universel de groupements méthyles: la S-adénosyl- L-

méthionine (SAM). La SAM est synthétisée à partir de la méthionine et de la choline et de 

d‟autres co-facteurs (acide folique ou vitamine B12). La réaction de méthylation des 

cytosines est alors réalisée par transfert du groupement méthyle sur la base de l‟ADN et 

libère la S-adénosylhomocystéine (SAH) (Figure 1.6). Les ADN méthyltransférases 

identifiées sont les DNMT1, DNMT2, DNMT3A et DNMT3B. La DNMT1 est l‟enzyme 

responsable du maintien de la méthylation après la réplication de l‟ADN en intervenant au 

niveau de la phase S du cycle cellulaire. Les méthyltransférases DNMT3A et B réalisent 

une méthylation de novo en permettant l‟ajout de groupements méthyles sur les deux brins 

de l‟ADN non-méthylé (voir Figure 1.5 B). La DNMT2 ne possède qu‟une faible activité 
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catalytique in vitro (Klose and Bird, 2006). Une autre base methylée, la 5-

hydroxyméthylcytosine a été découverte dans le génome des mammifères. Cette base 

présente en très faible quantité à travers le génome représente la forme oxydée de la 5- 

méthylcytosine par des enzymes de la famille TET (Ten-Eleven Translocation) (Tahiliani et 

al., 2009).  Elle constitue alors un intermédiaire dans le processus de deméthylation de 

l‟ADN (Ficz et al., 2011; Williams et al., 2012). Jusqu‟a présent, la plupart des techniques 

utilisées pour étudier la méthylation ont échoué à la différencier d‟une 5-méthylcytosine 

(Song and He, 2011). 

 

 
Figure 1.6: Représentation schématique des voies biochimiques de la méthylation des 

cytosines, déméthylation et mutagenèse des cytosines en 5-méthylcytosine. 
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1.2.4.2 - Rôle de la méthylation dans le développement 

Chez la plupart des mammifères, les génomes paternel et maternel subissent la 

reprogrammation épigénétique au cours du développement (Reik et al., 2001). Chez 

l‟embryon, quelques heures après la fécondation, le génome paternel est activement 

déméthylé, alors que le génome maternel est déméthylé passivement par un mécanisme 

dépendant de la réplication. Ces vagues de déméthylation de génome initieraient 

probablement la différenciation cellulaire. Le rôle actif des facteurs épigénétiques dans le 

contrôle de la différenciation a été démontré par l‟induction d‟une différenciation cellulaire 

spontanée après traitement avec des agents de déméthylation (Berdasco and Esteller, 2011).  

Lors de l‟implantation de l‟embryon, les niveaux de méthylation sont ensuite restaurés par 

des mécanismes de novo ; un dysfonctionnement des DNMTs est alors létal pour 

l‟embryon. Après implantation de l‟embryon a lieu une deuxième vague de 

reprogrammation où la méthylation des cellules germinales primordiales disparait sur les 

gènes (Senner, 2011). En fonction du sexe, la méthylation sera rétablie sur l‟un ou l‟autre 

des loci maternel ou paternel; à la naissance chez le male ou bien plus tard dans les 

ovocytes matures chez la femelle. Ce dernier mécanisme joue également un rôle dans le 

phénomène d‟empreinte parentale (Abramowitz and Bartolomei, 2012). Les génomes 

d‟origine maternelle et paternelle sont nécessaires au développement, mais sont 

fonctionnellement différents. Il existe des gènes pour lesquels seule une copie s‟exprime 

tandis que l‟autre reste silencieuse sous régulation de la méthylation. L‟absence de la copie 

d‟intérêt conduira alors à de nombreuses maladies comme le syndrome de Prader-Willi 

caractérisé par une hypotonie infantile sévère, une obésité morbide et des troubles du 

comportement et de l‟apprentissage (Cassidy et al., 2012). Chez les mammifères femelles, 



37 

 

l‟un des deux chromosomes X est inactif dans son intégralité. Ceci permet de 

contrebalancer le déséquilibre existant avec le génome des males au niveau des allosomes, 

leur chromosome Y ne comportant que très peu de gènes, afin que tous deux ne disposent 

que d‟un seul chromosome X actif.  

1.2.4.3 - Mécanismes impliqués dans le cancer 

Le cancer est caractérisé par deux événements épigénétiques majeurs et indépendants à 

savoir l‟hypométhylation globale et l‟hyperméthylation ciblée (Jones and Baylin, 2002, 

2007; Sharma et al., 2010; Sincic and Herceg, 2011) (Figure 1.7). L‟ hypométhylation 

génomique globale, contribuant à l'instabilité génomique et ponctuellement à l‟activation 

transcriptionnelle d‟oncogènes, semble être un événement précoce de la tumorogénèse, y 

compris dans des lésions pré-malignes  (Pufulete et al., 2003; Suter et al., 2004). 

Cependant, un doute subsiste encore quant au fait que l‟hypométhylation soit une cause des 

cancers ou l‟une de leurs conséquences en tant qu‟effet secondaire du développement 

tumoral (Herceg and Vaissiere, 2011). 
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Figure 1.7 Statut de méthylation des cellules versus cellules cancereuses. Contrairement 

aux cellules normales, les cellules cancéreuses présentent une distribution altérée des 5‟-

méthylcytosines, en particulier avec une hyperméthylation de l‟îlot CpG associé au 

promoteur, entrainant l‟inactivation du gène suppresseur de tumeur. La méthylation globale 

est également perdue (Barton et al., 2008).  

 

Parallèlement à l‟hypométhylation, l‟hyperméthylation des ilots CpG du promoteur conduit 

souvent à l‟inactivation des gènes suppresseurs de tumeur impliqués dans plusieurs voies 

de signalisation comme la réparation de l‟ADN (MGMT, MLH1, DAPK), la régulation du 

cycle cellulaire (CDKN2A), l‟apoptose (RASSF1A, CASP8), le métabolisme du 

carcinogène, la réponse hormonale et l‟adhérence cellulaire (Baylin et al., 2001; Esteller, 

2007; Momparler, 2003).  

 

1.2.4.3.1- Vers un nouveau biomarqueur 

La répression épigénétique d'une série de gènes par hyperméthylation est maintenant 

identifiée comme un événement fréquent et précoce lors de la pathogénie de beaucoup de 
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cancers; de telles modifications étant des biomarqueurs potentiels pour l'identification des 

individus à risque (Baylin et al., 2001). Par conséquent, l‟hyperméthylation spécifique de 

cancer peut servir d'indice pour découvrir des biomarqueurs spécifiques pour le diagnostic 

de la maladie (Tableau 1.4). La détection précoce de la tumeur est essentielle pour un 

traitement efficace. Cette détection pourrait se faire par des méthodes non invasives comme 

l'analyse de sang, des selles, de l'urine et de la salive. L'ADN de la tumeur peut être libéré 

dans des liquides biologiques soit directement à partir des cellules de la tumeur d‟origine 

ou à partir des  cellules nécrotiques englouties par les macrophages ou à partir de l‟ADN 

libre des cellules lysées. L‟usage diagnostique de la méthylation de l'ADN est plus facile à 

mettre en œuvre comparé à celui des marques d‟histone en raison de la variation de la 

spécificité des anticorps utilisés. En effet, les modifications d‟histone sont moins stables et 

plus dynamiques (Berdasco and Esteller, 2010; Feinberg, 2007).  

Selon le type tumoral, certains gènes se trouveront plus ou moins méthylés. 

L‟hyperméthylation de MGMT et p16 est associée aux tumeurs du poumon, de la tête et du 

cou tandis que celle de GSTP1 est caractéristique des tumeurs du foie ou de la prostate. De 

plus, la combinaison de l‟hyperméthylation de GSTP1, APC,  RASSF1, PTGS2 et MDR1 

résulte à la fois en 100% de sensibilité et 100% de spécificité pour la détection du cancer de 

la prostate (Yegnasubramanian et al., 2004) (Tableau 1.4). La liste de ces gènes pouvant 

être considérés comme de nouveaux biomarqueurs des cancers n‟est pas exhaustive et n‟a 

cesse de s‟allonger grâce à des travaux tels que le Human Epigenome Project (2008). Il 

s‟avère désormais concevable et urgent d‟étudier plusieurs types de tumeurs en cherchant à 

établir des profils de méthylation qui soient propres à chacun (Esteller et al., 2001; Kulis 

and Esteller, 2010). 
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Tableau 1.4: Potentiels biomarqueurs épigénétiques de divers cancers (Heyn and 

Esteller, 2012) 

 

Types de 

cancers 
Gènes biomarqueurs 

Fluide/tissu 

utilisés 

Sensibilité 

(combinaison) 

spécificité 

(combinaison) 

Prostate 

APC,  RASSF1, GSTP1, 

PTGS2, MDR1 
Biopsie 100% 100% 

GSTP1, APC, PTGS2 Biopsie 71-91% 93-100% 

GSTP1, TIG1 Biopsie 93% 85% 

Colorectal 

APC,  RASSF2, MGMT, 

WIF1 
Plasma 87% 92% 

TFPI2 Selles 76-89%  

Glioblastome MGMT Sérum 95% 60% 

Poumon 
CDKN2A (p16),  RASSF1, 

CDH13, GSTP1 
Sérum 73%  

Tête et cou 

MGMT, CDKN2A (p16), 

DAPK1 
Salive 65%  

HOXA9 Salive 75% 53% 

 

1.2.4.3.2- La thérapie épigénétique 

1.2.4.3.2.1-   L’épigénétique et la prédiction de la réponse au  traitement 

La méthylation altérée de l'ADN des gènes qui interviennent dans le transport, l'absorption, 

la distribution, le métabolisme et l'excrétion des médicaments (drogues) a été montrée ou 

suggérée de prédire la réponse aux traitements, principalement dans le domaine de la 

thérapie du cancer (Ivanov et al., 2012) (tableau 1.5). Ces gènes peuvent être liées soit à 

des mécanismes de réparation de l'ADN (MLH1, MGMT, BRCA1 / 2), à l'apoptose (BNIP3 

et TP73), ou à une activité suppressive de la tumeur (VHL, WRN, CHFR et PCDH10). Il a 

été montré que le statut de méthylation de ces gènes corrélait avec la sévérité ou la 

progression de la maladie, ce qui pourrait prédire indirectement la réponse au médicament 
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(Ivanov et al., 2012) . Par exemple, le gène du syndrome de Werner (WRN), une hélicase 

de la famille RecQ, est important pour le maintien de la stabilité génomique. Ce gène a été 

proposé de posséder une activité suppressive de tumeur, et des mutations de ce gène ont été 

reliées à une augmentation de l'incidence du cancer. L‟hyperméthylation du gène WRN 

mène à la perte de l'expression du gène; ceci est souvent observé dans les types divers de 

tumeurs sporadiques. Agrelo et al. ont montré que l‟hyperméthylation de WRN dans des 

tumeurs colorectales corrèle fortement avec la réponse au traitement par l‟irinotécan, un 

inhibiteur de la topoisomérase (Agrelo et al., 2006). D'autres résultats dans le tableau 1.5 

montrent que les biomarqueurs pharmacoépigenetiques peuvent également impliquer des 

gènes codant pour des cibles thérapeutiques ou modulateurs de la réponse aux 

médicaments. 
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Table 1.5: Statuts de méthylation des gènes comme prédicateurs de la réponse aux 

drogues dans certains types de cancers et lignées cellulaires cancéreuses (Ivanov et al., 

2012)  

Drogues 
Gènes 

(hyperméthylation) 

Types de cancers ou lignées 

cellulaires cancéreuses 
Réponse prédictive 

5-aza-CdR GSTP1 
Cellules cancéreuses de la 

prostate 

Corrélation de la 

méthylation avec 

l‟éfficacité de 5-Aza 

Calcitriol VDR Cancer du sein Resistance 

Cisplatine 

 

IGFBP-3 Cancer du poumon Resistance 

TP73 Cellules cancéreuses NCI-60 Sensibilité 

TGM2 
Cellules cancéreuses du 

poumon 
Hypersensibilité 

GPX3 Cancer du cou et la tête Resistance 

Paclitaxel CHFR 
Carcinome des cellules 

squameuses orales 
Hypersensibilité 

Olaparib BRCA1/2 Cancer de l‟ovaire Sensibilité 

Irinotecan WRN Cancer colorectal Sensibilité 

Imatinib OSCP1 Leucémie myéloïde chronique Resistance 

5-Fluorouracil MLH1 Cancer colorectal Resistance 

Doxorubicine, 

méthotrexate 
PCDH10 

Cellules de la leucémie 

lymphoblastique aiguë 
Resistance 

 

1.2.4.3.2.2-   Les inhibiteurs de la méthylation de l’ADN (DNMTi) 

Contrairement aux altérations génétiques, les événements épigénétiques sont réversibles, ce 

qui en fait des outils intéressants pour développer de nouvelles approches thérapeutiques. 

Des agents capables de restaurer des profils épigénétiques normaux ont peu à peu été mis 

au point. Les inhibiteurs de DNMTs peuvent être des analogues de la cytosine qui, utilisés à 

faible dose, ont une action de déméthylation en se liant de manière covalente aux DNMTs 

(Tableau 1.6). Ils permettent ainsi la réactivation de gènes suppresseurs de tumeurs. Deux 
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analogues nucléosidiques qui inhibent les DNMT,  la 5-azacytidine (azacitidine) et la 5-

aza-2‟-déoxycytidine (décitabine), ont été approuvés par la FDA (Food and Drug 

Administration) pour le traitement des patients adultes atteints de syndromes 

myélodysplasiques (SMD) (Kaminskas et al., 2005; Kantarjian et al., 2007; Silverman et 

al., 2002). Ils sont également actifs contre la leucémie myéloïde aiguë (AML) et d'autres 

hémopathies myéloïdes (Robak, 2011). Ces analogues nucléosidiques sont incorporés dans 

les acides nucléiques au cours de la phase S et inhibent de manière irréversible les DNMTs 

liant l'ADN (Issa and Kantarjian, 2009; Stresemann and Lyko, 2008). Un inconvénient 

majeur des analogues de nucléosides sont leurs effets cytotoxiques significatifs sur 

certaines cellules du fait de leur incorporation directe dans l'ADN (Beisler, 1978; Santi et 

al., 1984; Yoo and Jones, 2006). Récemment, des inhibiteurs non nucléosidiques des 

DNMTs avec une cytotoxicité réduite, se lient directement au site catalytique des DNMTs 

sans être incorporés dans l'ADN ont été développés (Brueckner and Lyko, 2004). À ce jour, 

un nombre considérable d'inhibiteurs des DNTMTs ont été identifiés, et le nombre ne cesse 

de croître.  

Tableau 1.6: Les inhibiteurs de l’ADN méthyltransférases (DNMTs). 

 

Cibles Nature chimique Drogues Indications Status clinique 

DNMTs 
Analogues des 

nucléosides 

Azacitidine (5-

azacytidine) 
Oncologie 

Phase I/II/III 

(approuvée, FDA) 

Decitabine (5-aza-

2‟-deoxycytidine) 
Oncologie 

Phase I/II/III 

(approuvée, FDA) 

Zebularine Oncologie Préclinique 

5-Fluoro-2‟ 
Oncologie Phase I 

-deoxycytidine 

DNMTs 
Non-analogues 

des nucléosides 

RG108 Oncologie Préclinique 

MG98 Oncologie Phase I/II 

Hydralazine Oncologie Phase I/II/III 
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1.2.2.3.2.3-   Les inhibiteurs de la déacétylation des histones (HDACi) 

Les HDACs sont divisés en cinq classes phylogénétiques (de Ruijter et al., 2003) (Tableau 

1.7). Les enzymes appartenant aux classes I, II et IV nécessitent un ion métallique divalent 

pour leur activité catalytique (Finnin et al., 1999). Les sirtuines sont des enzymes NAD-

dépendantes avec une activité déacétylase et ADP-ribosylase des protéines, et sont 

structurellement et biochimiquement différentes des autres classes (Sauve, 2010; Sauve et 

al., 2006).  Compte tenu de la distribution ubiquitaire des marques acétyles à l‟intérieur de 

la cellule (Choudhary et al., 2009), les HDAC désacétylent des substrats histones et non 

histones. Par exemple, HDAC6 n'est pas impliquée dans la signalisation épigénétique mais 

déacétyle les microtubules et la protéine HSP 90 (Hubbert et al., 2002). 

Tableau 1.7: les différentes classes de molécules HDACs (de Ruijter et al., 2003). 

 

Classe Molécules HDACs 

Classe I HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDAC8 

Classe IIa HDAC4, HDAC5, HDAC7 et HDAC9 

Classe IIb HDAC6 et HDAC10 

Classe III SIRT1–SIRT7 

Classe IV HDAC11 

 

Plusieurs inhibiteurs des HDACs métaux-dépendants sont en phase clinique et ciblent 

principalement les cancers hématologiques (Tableau 1.8). Le vorinostat (Isotadex) et la 

romidepsine  (Celgene)  ont  été respectivement approuvés pour le traitement du lymphome 

cutané à cellules T en 2006 et 2009 (Grant et al., 2007; Prince et al., 2009). Leur action 

provoque l‟accumulation de groupements acétylés dans les histones et est suivie de 

modifications des processus cellulaires critiques pour les cellules cancéreuses, notamment 

grâce à leur pouvoir d'arrêt de la croissance cellulaire tumorale, d'apoptose et anti-
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angiogénique (Butler et al., 2000; Marks, 2010). Outre ces exemples, beaucoup d'autres 

inhibiteurs des HDACs sont actuellement soit aux stades précliniques ou cliniques 

(Riessland et al., 2010). 

Ces thérapies épigénétiques, utilisées en combinaison avec une chimiothérapie 

conventionnelle, permettront de traiter efficacement certains cas, comme l‟utilisation 

conjointe de vorinostat (inhibiteur de HDAC) et de doxorubicine, paclitaxel ou 

bevacizumab dans le cas du cancer du sein (Jovanovic et al., 2010). L‟épigénétique ouvre 

donc désormais de nouveaux horizons à la médecine contemporaine. 

 

 

Tableau 1.8: les inhibiteurs de HDACs et sirtuines en développement clinique 

 

Drogues Cibles Indications Statuts clinique 

Vorinostat 
HDAC1, HDAC2, 

Oncologie Approuvée 
HDAC3 et HDAC6, 

Romidepsin 
HDAC1, HDAC2, 

Oncologie Approuvée 
HDAC3 et HDAC8 

Panobinostat 
HDAC1, HDAC2, 

Oncologie Phase III 
HDAC3 et HDAC6 

Belinostat 
HDAC1, HDAC2, 

Oncologie Phase II 
HDAC3 et HDAC6 

Entinostat HDAC1 et HDAC2 Oncologie Phase II 

Mocetinostat HDAC1 et HDAC2 Oncologie Phase II 

Resminostat 
HDAC1, HDAC3 

Oncologie Phase II 
et HDAC6 

Givinostat HDAC (class I and II) 
Inflammation, 

Phase II 
Oncologie 

CUDC-101 
HDACs, EGFR Oncologie, 

tumeurs solides 
Phase Ib 

et HER2 

PCI-24781 HDAC (class I et II) Oncologie Phase I/II 
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1.2.4.4- Méthylation dans le CEO 

 

1.2.4.4.1- L’hyperméthylation des gènes suppresseurs de tumeur 

L‟hyperméthylation des gènes est un phénomène courant dans le cancer de l'ovaire (Balch 

et al., 2004; Ibanez de Caceres et al., 2004; Press et al., 2008). Toutefois, la fréquence de la 

méthylation des gènes hyperméthylés varie considérablement dans les différentes études. 

L‟hyperméthylation des gènes suppresseurs classiques de tumeur a été  rapportée  dans le 

cancer de l'ovaire comme BRCA1 (Press et al., 2008), p16 (Milde-Langosch et al., 1998), 

MLH1 (Balch et al., 2004), OPCML et RASSF1A (Ibanez de Caceres et al., 2004; Sellar et 

al., 2003). De nos jours, la liste des gènes hyperméthylés s‟agrandit dont ceux impliqués 

dans l‟empreinte génétique ARHI (ARLTS1), PEG3 (Feng et al., 2008), DLEC1 (Kwong et 

al., 2006) et ARL11 (Petrocca et al., 2006); l‟apoptose (LOT1, DAPK, TMS1/ASC et PAR 

– 4) (Cvetkovic et al., 2004; Pruitt et al., 2005; Terasawa et al., 2004), l‟adhésion cellulaire 

(ICAM - 1, CDH1) (Arnold et al., 2001; Yuecheng et al., 2006). Dans la pluspart des cas, 

les effets fonctionnels des gènes réprimés sur la pathogenèse du cancer de l'ovaire ne sont 

pas connus. Un des gènes les plus étudié dans le cancer de l'ovaire est BRCA1 en raison de 

son rôle dans la forme héréditaire et sporadique de la maladie (Baldwin et al., 2000). Des 

études ont montré que BRCA1 est hyperméthylé dans 5-24 % des cancers épithéliales de 

l'ovaire (Baldwin et al., 2000; Ibanez de Caceres et al., 2004; Teodoridis et al., 2005). Une 

étude récente portant sur les profils de méthylation du cancer de l'ovaire sporadique et 

héréditaire a montré que BRCA1 est méthylé seulement dans les tumeurs sporadiques dans 

14 % des cas (Bol et al., 2010). La méthylation de BRCA1 est fortement associée à la perte 

d‟expression au niveau protéique et de l‟ARNm (Press et al., 2008) et au mauvais pronostic 



47 

 

de la maladie (Hilton et al., 2002). Aucune corrélation de la méthylation de BRCA1 en 

fonction des sous-types histologiques, de grade ou de stade n'a été trouvée (Wilcox et al., 

2005). On trouve rarement la méthylation du promoteur BRCA2 dans le cancer sporadique 

non héréditaire (Gras et al., 2001; Hilton et al., 2002).  

Cependant, les profils de méthylation des gènes sont souvent associés à des caractéristiques 

moléculaires, cliniques et pathologiques des carcinomes ovariens. La comparaison du statut 

de méthylation de SFRP1, 2, 4, 5, SOX1, PAX1 et LMX1A a montré que les taux de 

méthylation étaient plus élevés chez les patientes atteintes de cancer de l'ovaire et diminue 

progressivement chez les patientes avec une tumeur borderline et des tissus normaux 

ovariens (Su et al., 2009). La méthylation des gènes de développement HOXA10 et 

HOXA11 s'est avérée hautement discriminatoire entre les tissus ovariens normaux et malins 

(Fiegl et al., 2008). Le profil de méthylation de l'ADN des tumeurs ovariennes indique 

également les différences entre sous-types histologiques (Houshdaran et al., 2010). Par 

exemple, la méthylation aberrante des promoteurs de 14-3-3 sigma, TMS1 et WT1 est plus 

fréquente dans les tumeurs ovariennes à cellules claires que dans d'autres sous-types 

histologiques (Kaneuchi et al., 2004; Kaneuchi et al., 2005; Teodoridis et al., 2005; 

Terasawa et al., 2004). Dans une étude menée par Houshdaran et coll. (Houshdaran et al., 

2010), les tumeurs séreuses et endométrioïdes ovariennes se sont révélées être discernables 

dans 49 sites de CpG étudiés correspondant à 36 gènes plus méthylés dans les tumeurs 

endométrioïdes. De même,  19 sites CpG (18 gènes) et 12 sites de CpG (10 gènes) ont 

respectivement montré une méthylation forte dans les tumeurs séreuses et endométrioïdes 

par rapport aux tumeurs à cellules claires.  

1.2.4.4.2- L’hypométhylation des oncogènes    
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Contrairement à l'hyperméthylation,  l'hypométhylation a été moins étudiée dans le cancer 

de l‟ovaire (Ehrlich, 2006; Feinberg and Vogelstein, 1983). Cependant, l‟hypométhylation 

du promoteur de certains gènes comme MCJ (methylation-controlled DNAJ gene) 

(Strathdee et al., 2005), SNCG (synuclein- γ) (Czekierdowski et al., 2006), TRAG - 3 (Yao 

et al., 2004), IGF2 (Murphy et al., 2006) et la claudine - 4 (Litkouhi et al., 2007) a été 

rapportée. Les rétrotransposons, une classe importante de séquences répétitives 

intermédiaires, ont été identifiés comme cibles potentielles de l'hypométhylation (Florl et 

al., 1999; Lorincz et al., 2001). Les rétrotransposons sont classifiés en trois sous-types: les 

sequences LINEs (long interspersed elements), SINEs (short interspersed elements) et LTRs 

(long terminal repeat retrotransposons) (Lander et al., 2001). Les séquences LINE-1 sont 

hypométhylés dans 95 % des cas de cancer épithélial de l'ovaire (Pattamadilok et al., 2008). 

Une diminution du niveau de la méthylation des séquences LINE-1 est en corrélation avec 

les sous-types histologiques;  les tumeurs mucineuses possédant des niveaux plus élevés de 

méthylation que celles endométrioïdes. L'hypométhylation implique souvent l‟ADN 

satellite 2 (Sat2) dans la région juxtacentromérique des chromosomes 1 et 16 dans les 

cancers de l'ovaire (Qu et al., 1999). L‟hypométhylation à la fois de Sat2 du chromosome 1 

et  Satα du chromosome 2 augmente de façon significative des tissus non néoplasiques aux 

tissus du cancer de l'ovaire. Les tumeurs séreuses et endométrioïdes ont montré des niveaux 

plus élevé d'hypométhylation que les tumeurs mucineuses (Widschwendter et al., 2004). En 

outre, une hypométhylation massive était plus fréquente dans les tumeurs de stade avancé 

ou de haut grade (Widschwendter et al., 2004). 
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1.2.4.4.3- Vers un marqueur  associé au CEO  

Comme mentionné ci-dessus, le cancer de l'ovaire se caractérise par un certain nombre 

d'aberrations épigénétiques. En conséquence, ces séquences spécifiquement hyper ou 

hypométhylées représentent des biomarqueurs potentiels pour le diagnostic, la stadification, 

le pronostic et le suivi ou la prédiction  de la réponse au traitement. 

 

1.2.4.4.3.1- Marqueurs précoces de diagnostic 

Comme décrit dans la section 1.1.7, la présentation tardive des symptômes et l'absence des 

modalités de dépistage contribuent au taux élevé de mortalité de la maladie. Un diagnostic 

précoce est donc essentiel pour la réussite du traitement du cancer de l'ovaire. La détection 

du cancer à un stade précoce par des méthodes non invasives peut être facilitée par 

l'identification de biomarqueurs détectables dans les liquides biologiques. Ces  marqueurs 

spécifiques d'ADN méthylé peuvent être détectés dans le sérum, le plasma et le liquide 

péritonéal des patientes ayant un cancer de l'ovaire (Ibanez de Caceres et al., 2004; 

Teschendorff et al., 2009). Bien que l'évaluation de la méthylation d'un seul gène ne soit 

pas suffisamment spécifique pour le diagnostic du cancer de l'ovaire, un panel de différents 

biomarqueurs de méthylation peut atteindre la précision requise pour  le dépistage de la 

population générale (Laird, 2003). La méthylation spécifique de tumeur d'au moins un 

panel de six gènes suppresseurs de tumeur dont BRCA1, RASSF1A, APC, p14 arf, p16 

ink4a et DAPK peut être détectée dans le  sérum des patientes atteintes de cancer de l'ovaire 

avec 100 % de spécificité et 82 % de sensibilité (Ibanez de Caceres et al., 2004). Leur 

hyperméthylation a été observée dans les stades, grades et types histologiques des cellules. 
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En revanche, aucune méthylation n‟a été observée dans les tissus non néoplasiques, les 

liquides péritonéaux ou le sérum des femmes témoins. La méthylation de DAPK dans 

l‟ADN du sang total périphérique de patientes ayant un cancer de l'ovaire a été 

indépendamment examiné (Collins et al., 2006). La méthylation de DAPK a été observée 

dans environ 67 % des échantillons de tumeur testés. La comparaison des échantillons 

appariés de ces patientes a montré que 54 % avaient également une méthylation dans le 

sang périphérique. La méthylation de DAPK n‟a pas été observée dans l'ADN du sang des 

groupes témoins. Récemment, l‟hyperméthylation du gène IFFO1 dans le sang a été 

caractérisée comme un marqueur potentiel de la détection du cancer de l‟ovaire (Campan et 

al., 2011). 

Bien que plusieurs limitations existent encore, y compris la sensibilité des tests de 

méthylation, la détection de marqueurs épigénétiques spécifiques dans la circulation 

sanguine des patientes semble une approche prometteuse pour la détection précoce du 

cancer ovarien. 

1.2.4.4.3.2- Marqueurs de pronostic 

Le stade de la tumeur, la maladie résiduelle après la chirurgie initiale, le type histologique 

et le grade tumoral constituent les principaux facteurs clinico-pathologiques liés au résultat 

du traitement du cancer ovarien. Pour compléter ces facteurs pronostiques classiques, 

plusieurs gènes régulés épigénétiquement par méthylation ont été évalués pour leur 

potentiel pronostique du cancer de l'ovaire. Par exemple, la méthylation de HOXA11 est 

liée à une tumeur résiduelle post-chirurgicale et est associée à un mauvais pronostic (Fiegl 

et al., 2008). Le gène FBXO32 est associé à une survie sans progression à court terme 

(Chou et al., 2010) alors que le gène IGFBP-3 est associé à la progression de la maladie et 
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au décès, particulièrement chez les patientes atteintes au stade précoce de la maladie (Wiley 

et al., 2006). De même, l'hyperméthylation de l'ADN ribosomiale 18s et 28s est associée à 

une survie prolongée sans progression (Chan et al., 2005). Bien que certains de ces 

marqueurs méthylés constituent individuellement des indicateurs pronostiques potentiels, 

des panels de gènes semblent être plus informatifs. L'état de méthylation simultanée de 

SFRP1, SFRP2, SOX1 et LMX1A est en corrélation avec la récidive et la survie globale (Su 

et al., 2009). La combinaison des données pour SFRP1, SFRP2 et SOX1 a montré un risque 

relatif de récidive de 3.19 chez les patientes ayant au moins un des gènes méthylés. Pour 

ces gènes, le taux de décès lié au cancer était augmenté par deux fois chez les patientes 

avec un seul gène méthylé et par six fois chez celles ayant de multiples gènes méthylés (Su 

et al., 2009). Un degré plus élevé de la méthylation de l'îlot CpG était également associé à 

la récurrence précoce de la maladie après chimiothérapie (Wei et al., 2002). L'examen du 

liquide péritonéal de 57 patients atteintes de cancer de l'ovaire a révélé que les niveaux de 

méthylation d'un panel de 15 gènes (TIMP3, CDH1, CDH13, APC, PPP1R13B, HSPA2, 

HSD17B4, ESR1, GSTP1, CYP1B1, BRCA1, MYOD1, SOCS1, TITF1 et GSTM3) permet de 

faire une discrimination d‟une survie à court versus long terme (Muller et al., 2004). 

L'hypométhylation de certaines régions chromosomiques semble également avoir une 

valeur pronostique. Les patientes avec peu ou pas d'hypométhylation dans les séquences 

juxtacentromériques Sat1 ou Satα du chromosome 1 avaient une survie plus longue par 

rapport aux patientes avec une forte hypométhylation dans ces régions (Widschwendter et 

al., 2004). De même, les patientes présentant une hypométhylation élevée dans les 

séquences LINE-1 présentaient un taux global de survie très faible (Pattamadilok et al., 

2008). 
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1.2.4.4.3.3- Marqueurs de prédiction à la chimiothérapie 

Les variations dans les profils de méthylation peuvent se produire dans le même type de 

tumeur. En plus de fournir des informations pronostiques, ces tendances pourraient être 

associées à la réponse au traitement. Un obstacle majeur pour améliorer la survie des 

patientes atteintes du cancer de l'ovaire est le développement de la chimiorésistance. 

Plusieurs gènes dans le cancer de l'ovaire, y compris ceux impliqués dans les voies 

d‟apoptose associées à l‟action chimiothérapeutique, sont réprimés par des mécanismes 

épigénétiques. Un exemple bien documenté est l‟hyperméthylation du gène MLH1 associée 

à la résistance aux dérivés platine dans les lignées cellulaires de cancer de l'ovaire (Plumb 

et al., 2000; Strathdee et al., 1999). Dans une étude menée par Hofstetter et coll., les agents 

déméthylants analogues de la 5-azacytidine déméthylaient avec succès MLH1 (Hofstetter et 

al., 2010). De même, une étude récente a montré que l'azacitidine peut améliorer la réponse 

au platine chez les patientes présentant une résistance à la platine (Fu et al., 2011). La 

méthylation du gène TUBB3 a été liée à la résistance des taxanes dans des lignées 

cellulaires de cancer de l'ovaire (Izutsu et al., 2008). En outre, la répression épigénétique du 

gène SFRP5 (un membre de la famille de protéine sécrétée frizzled) semble activer les 

oncogènes de la signalisation Wnt et contribuer à la progression du cancer de l'ovaire et à la 

chimiorésistance (Su et al., 2010). En outre, l‟expression élevée en raison de 

l'hypométhylation peut induire également la résistance aux médicaments. Par exemple, la 

surexpression de la protéine MAL (myelin and lymphocyte protein) par hypométhylation 

de la région promotrice était associée à un mauvais pronostic dans le cancer de l'ovaire. Par 

conséquent, le gène MAL semble être un marqueur potentiel de la sensibilité au platine 

(Lee et al., 2010). L‟inactivation de FANCF induite par la méthylation est observée dans 
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les cellules de cancer de l'ovaire présentant une voie de BRCA2 défectueuse et est associée 

à une sensibilité accrue à la cisplatine. Cependant sa pertinence pour les résultats cliniques 

après chimiothérapie n‟a pas encore été établie (Taniguchi et al., 2003). 

 

1.2.4.4.4- La thérapie épigénétique dans le CEO 

Dans les études précliniques, divers inhibiteurs des DNMTs (Tableau 1.6), comme 

l‟azacitidine, induisent par hypométhylation de l‟ADN l‟inversion de la chimiorésistance 

des cellules de cancer de l'ovaire résistantes au platine (Balch et al., 2005; Li et al., 2009). 

Cet effet semble être dû à la réexpression de gènes suppresseurs de tumeur par 

déméthylation du promoteur. De la même manière, dans les cellules de cancer de l'ovaire 

résistantes au cisplatine, la décitabine et la zebularine induiraient une sensibilisation à la 

platine par déméthylation de RASSF1A et MLH1 (Balch et al., 2005). Des études in vivo 

avec des xénogreffes dérivés de ces cellules ont été sensibilisées par la décitabine au 

cisplatine, carboplatine, témozolomide et l'épirubicine (Plumb et al., 2000). Une récente 

étude clinique a montré que la combinaison de l‟agent déméthylant de l'azacitidine avec la 

carboplatine avait une activité clinique efficace chez les patientes atteintes du cancer de 

l'ovaire résistant aux dérivés platine. Ces résultats indiquent la réversion partielle par 

l‟agent hypométhylant de la résistance à la platine  (Fu et al., 2011). Les toxicités 

prédominantes étaient la fatigue et la dépression médullaire. 

En plus des inhibiteurs des DNMTs, les inhibiteurs des HDACs (Tableau 1.8) comme le 

vorinostat ont démontré une activité inhibitrice puissante et une toxicité minimale dans les 

cellules de cancer de l'ovaire et les xénogreffes (Takai and Narahara, 2007). Cependant, un 

essai de phase II avancé a montré une réponse anti-tumorale faible (Modesitt et al., 2008). 
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Un autre inhibiteur des HDACs, le belinostat, a également montré une activité puissante 

contre les xénogreffes de cancer de l'ovaire qui sont généralement réfractaires à la 

chimiothérapie (Plumb et al., 2003). Dans une récente phase d'essai clinique, le belinostat, 

combiné avec la carboplatine ou le paclitaxel dans les tumeurs solides, y compris les 

carcinomes ovariens, étaient bien tolérés, sans évidence d'interaction pharmacocinétique. Il 

faut toutefois une évaluation plus poussée de l'activité anti-tumorale.  

Les inhibiteurs des DNMTs et des HDACs ont démontré une activité thérapeutique comme 

agents simples, mais on pense que les combinaisons de ces deux inhibiteurs seraient plus 

efficaces ajoutés aux traitements classiques (Figure 1.8) (Jones and Baylin, 2007; Matei 

and Nephew, 2010). L‟évaluation par micropuce du traitement de cellules de cancer de 

l'ovaire avec les inhibiteurs de la méthylation (5-aza-2‟- désoxycytidine) et ou de la 

désacétylation (trichostatine A) a montré que le traitement combiné induisait la réactivation 

synergique de plusieurs gènes (Shi et al., 2003). Par conséquent, une étude préclinique a 

montré qu'une combinaison de la décitabine avec le belinostat a suscité une plus grande 

sensibilisation aux dérivés platine qu‟au décitabine seul des xénogreffes du cancer de 

l'ovaire résistant (Steele et al., 2009). 



55 

 

 
 

Figure 1.8: Résensibilisation des tumeurs ovariennes chimiorésistantes au 

carboplatine en pharmacothérapie épigénétique.  

A) les inhibiteurs des DNMTs ou les inhibiteurs des HDACs, seuls ou en combinaison, 

peuvent inverser la résistance aux dérivés platine dans le cancer de l'ovaire chimiorésistant 

par effets additifs ou synergiques. (B) Cette chimiosensibilisation semble être due à la 

dérépression de gènes suppresseurs de tumeur (TSG) qui ont été précédemment réprimés 

par la méthylation du promoteur de l'ADN ou par la conformation fermée de la chromatine. 

Les thérapies épigénétiques restaurent l'expression des gènes TSG en créant un 

environnement plus actif de la chromatine (ouverte). Cercles noirs: ADN méthylé ; cercles 

blancs: ADN non méthylé; cercles verts: modifications des histones répressives ; étoiles: 

activation des modifications d'histone (Matei and Nephew, 2010). 

 1.2.5  Les méthodes d’étude de la méthylation de l’ADN 

1.2.5.1- Analyse par digestion enzymatique et Southern Blot 

L‟analyse par digestion enzymatique a été l‟une des premières méthodes décrites pour la 

recherche des 5-méthylcytosines. Les endonucléases de restriction, sensibles à la 

méthylation, peuvent être utilisées pour fractionner le génome en portions méthylées et 

non-méthylées. Elle consiste en l‟utilisation en parallèle d‟un enzyme avec l‟un de ses 

isoschizomères (qui présente une sensibilité différente à la méthylation). Par exemple, Msp 

I coupe l‟ADN au niveau de la séquence CCGG, quel que soit le statut de la cytosine 
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interne alors que Hpa II coupera l‟ADN seulement si la cytosine n‟est pas méthylée. 

L‟ADN est ensuite analysé par Southern blot quand des grandes quantités d‟ADN sont 

disponibles (Figure 1.9). L‟observation des bandes d‟hybridation de même taille après 

digestion par les deux enzymes indique que cette base n‟est pas méthylée. Par contre, 

l‟observation d‟une bande plus grande avec HpaII qu‟avec Msp I indique la méthylation du 

site. Dans le cas d‟une méthylation partielle, deux bandes de deux tailles distinctes seront 

détectées et leur intensité relative va être proportionnelle au degré de méthylation. Comme 

avantages, cette technique est intéressante pour étudier les grandes séries d‟échantillons. 

Cette technique permet de détecter des différences de méthylation et de les quantifier dans 

des régions de faible densité en CpGs. Elle coûte moins chère et est relativement facile à 

mettre en œuvre et à interpréter. Comme inconvénients, cette procédure est applicable à un 

nombre limité de sites de méthylation, avec une quantité d‟informations restreinte. De plus, 

cette méthode nécessite une quantité importante d‟ADN et donc ne peut pas s‟appliquer à 

des prélèvements biologiques comme les biopsies ou le plasma. Des biais peuvent 

facilement y être introduits dans le cas où la digestion par les enzymes serait incomplète. La 

sensibilité de cette technique peut être augmentée par l‟utilisation d‟une PCR dans le cas de 

petites quantités d‟ADN.  

(a) ADN méthylé 

(b) ADN non méthylé 
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Figure 1.9: Représentation schématique de l’analyse de la méthylation de l’ADN par 

Southern Blot : a- presence de methylation; b- absence de méthylation. 

 

 

 1.2.5.2- Conversion au bisulfite   

Les possibilités d'analyse du profil de méthylation de l'ADN ont été augmentées depuis la 

découverte du traitement de l‟ADN au bisulfite de sodium. Il a surtout permis la 

détermination directe du statut de méthylation d‟une partie définie de l‟ADN. Les 

polymérases utilisées dans les réactions de PCR avant séquençage ne peuvent différencier 

une cytosine méthylée d‟une non-méthylée. De ce faite, l‟état de méthylation des CpGs est 

perdu après amplification. Le protocole de la conversion par le bisulfite a été  mis au point 

par Frommer en 1992 et amélioré ensuite par Clark en 1994 (Clark et al., 1994). Le 

bisulfite est une méthode chimique qui va permettre de préserver l‟information sur leur 

statut de méthylation. Pour cela, le bisulfite de sodium provoque une désamination des 
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cytosines non methylées en uraciles (Figure 1.10), que la polymérase remplacera par des 

thymines au cours de la PCR, tandis que les cytosines methylées ne sont pas affectées, la 

cinétique étant plus lente (Wang et al., 1980). Actuellement, des tests commerciaux de 

modification d‟ADN avec ce traitement sont disponibles (Qiagen). De cette façon, 

l‟information épigénétique est transformée en une information de type polymorphisme de 

séquence (C ou T) qui est facilement accessible par de nombreuses technologies existantes, 

telles que la PCR ou le séquençage.   

 

 

Figure 1.10: Diagramme schématique de la réaction de conversion par le bisulfite 

1.2.5.2.1  PCR spécifique à la méthylation (MSP)  

Cette technique consiste à amplifier par PCR (MSP pour méthylation specific PCR) l‟ADN 

convertit après traitement au bisulfite de sodium. Les amorces choisies permettent 

l‟amplification sélective soit de l‟ADN méthylé; reconnaissant ainsi des séquences où les 

cytosines situées dans les dinucléotides CG restent inchangées par rapport à la séquence 

native, soit, au contraire, de l‟ADN non méthylé; toutes les cytosines ayant ainsi été 

transformées en uracile (Figure 1.11). Deux paires d‟amorces sens et anti-sens sont 

choisies dans une région du promoteur des  gènes contenant des dinucléotides CG  à l‟aide 
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du logiciel  Methprimer (Li and Dahiya, 2002). L‟ADN transformé par le bisulfite de 

sodium n‟étant plus auto-complémentaire, les amorces qui sont choisies pour 

l‟amplification de brins sens d‟une partie définie de l‟ADN seront donc différentes de celles 

qui sont utilisées pour les brins anti-sens. De plus, les amorces doivent contenir plusieurs 

cytosines qui ne font pas partie de dinucléotides CpG dans la séquence originale, et qui 

sont, donc, transformées en uracile après le traitement. L‟inclusion de ces bases dans les 

amorces aide à éviter l‟amplification de l‟ADN résiduel non transformé, et, donc, à éviter 

les faux positifs. Enfin, les amorces doivent être choisies dans une région contenant 

plusieurs CpG dont une en 3‟ pour garantir la spécificité méthylé/non méthylé. La MSP est 

une méthode plus simple, rapide et beaucoup plus sensible que les analyses par Southern 

blot. Ces arguments font que la MSP est une méthode plus adéquate pour l‟analyse de 

grandes séries (Herman et al., 1996).  

La sensibilité de la MSP peut être augmentée en utilisant la méthode MethyLight. Elle est 

basée sur le traitement bisulfite suivi d‟une PCR. Cette méthode utilise la PCR quantitative 

en temps réel pour analyser quantitativement la méthylation d‟une région donnée avec une 

très grande sensibilité avec des sondes de type taqman. Pour un gène donné un couple 

d‟amorce permettant d‟amplifier aussi bien l‟ADN méthylé que l‟ADN non méthylé ainsi 

que deux sondes taqman marquées avec deux fluorochromes distincts et s‟hybridant soit à 

l‟ADN méthylé soit à l‟ADN non méthylé sont choisis. Le fluorochrome dans la sonde est 

libéré pendant l‟amplification dans une fréquence qui est proportionnelle à la concentration 

initiale d‟ADN. Chaque échantillon comprend les contrôles pour corriger les différences de 

quantité d‟ADN, vérifier si la réaction bisulfite est complète, et aussi pour quantifier les 

mesures de méthylation (Eads et al., 2000). 
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Deux groupes d‟amorces de PCR et sondes doivent être utilisés en parallèle : un groupe « 

méthylé » pour le gène d‟intérêt et un groupe « référence » pour le gène de la β-actine 

servant à normaliser la quantité d‟ADN. 

 

 

Figure 1.11: Représentation schématique de l’analyse de la méthylation de l’ADN par 

MSP après conversion au bisulfite 

 

1.2.5.2.2 Conversion au bisulfite suivi du séquençage (BSP) 

Le développement de bisulfite séquençage PCR (BSP) a été un grand progrès dans l'étude 

de la méthylation de l'ADN et est devenu l‟une des techniques les plus fréquemment 

utilisées. Cette méthode permet le couplage d‟un traitement de l'ADN génomique au 

bisulfite suivi d‟une amplification PCR de la région d'intérêt d‟un gène connu au sein de 

l'ADN modifié. Les amorces utilisées pour la stratégie BSP sont construites avec le 

programme Methyl Primer et ne doivent pas contenir de sites CpG potentiellement 

méthylés. Ensuite, l‟ADN génomique  traité au bisulfite de sodium  subit une double 
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réaction PCR pour intensifier le signal. Il s‟ensuit du séquençage classique du produit 

amplifié pour évaluer spécifiquement la méthylation de l'ADN dans une séquence 

particulière (Frommer et al., 1992). La présence d'un C ou T dans le brin séquencé peut 

distinguer un dinucléotide CpG méthylé ou non de la séquence d'origine. Bien qu'il soit 

possible de séquencer directement le produit PCR, cette approche peu donner au 

chromatogramme deux pics à la même position (nucléotides) sur le séquençage (un pour C 

et l'autre pour T). Ce doublet rend souvent difficile la quantification de l'étendue de la 

méthylation dans le site CpG particulier. Pour cette raison, l‟ADN amplifié après traitement 

au bisulfite est généralement cloné dans des cellules bactériennes (clonage TA) et l'ADN de 

plusieurs clones bactériens est séquencé pour déterminer le degré de méthylation sur 

chaque site CpG. Cela peut être très coûteux et fastidieux si un grand nombre de clones est 

séquencé. 

  

1.2.5.2.3 Conversion au bisulfite suivi du pyroséquençage  

 

Le pyroséquençage a été récemment adapté pour étudier la méthylation de l'ADN et, par 

conséquent, s'est imposé comme une technique alternative au BSP classique (Dupont et al., 

2004). Pour étudier la méthylation de l'ADN, le pyroséquençage requiert également un 

traitement de l'ADN génomique au bisulfite suivi d‟une amplification par PCR de la 

séquence cible. Ensuite, il s‟ensuit du pyroséquençage plutôt que des méthodes de 

séquençage classique (Dupont et al., 2004). Pour pallier les problèmes de faux positifs, le 

pyroséquençage a été développé depuis 2003 et permet une approche quantitative du taux 

de  méthylation sur des dinucléotides CG précis (environ 4 à 25 di nucléotides CpG). Cette 

méthode est basée sur la chimioluminescence des réactions enzymatiques, qui sont 
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déclenchées quand il y a reconnaissance d‟un événement moléculaire. Cette méthode 

permet le séquençage d‟un ADN monocaténaire par la synthèse de la branche 

complémentaire. Chaque fois qu‟un nucléotide est incorporé dans la cascade des réactions 

enzymatiques, un signal lumineux est envoyé (Colella et al., 2003). L‟intensité de la 

lumière émise est proportionnelle à la quantité incorporée d‟un nucléotide. A la différence 

des méthodes par affinité, les méthodes basées sur la conversion par le bisulfite fournissent 

des informations sur la méthylation à la résolution du nucléotide.  

 

1.2.5.3- Immunoprécipitation de l’ADN méthylé (MeDIP) 

La plupart des stratégies développées enrichissent d‟abord une fraction du méthylome, car 

l‟analyse de la méthylation sur le génome entier reste très dispendieuse. Plusieurs méthodes 

basées sur le « microarray » ont été récemment développées pour déterminer la localisation 

et la fréquence de la cytosine méthylée dans les génomes (van Steensel and Henikoff, 

2003). Nous décrirons l‟une d‟entre elles: l‟analyse de l‟immunoprécipitation de l‟ADN 

méthylé sur puce (MeDIP-Chip).  

 

 1.2.5.3.1- Immunoprécipitation de l’ADN méthylé et analyse sur puce (MeDIP-Chip)  

Un anticorps dirigé contre les 5-méthylcytosines présente une grande affinité pour cette 

base et est utilisé pour immunoprécipiter les fragments méthylés du génome. Dans cette 

technique appelée MeDIP (Methylated DNA ImmunoPrecipitation), l‟enrichissement 

dépend de la densité en CpGs des fragments et la présence minimale de 2 CpGs est 

nécessaire pour immunoprécipiter un fragment de 100 bases. Le MeDIP a été développé en 

2005 (Weber et al., 2005) puis combiné à une analyse sur puce (MeDIP-chip) sur laquelle 
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l‟ADN immunoprécipité (méthylé) marqué par  la Cy3-dUTP est co-hybridé avec l‟ADN 

n‟ayant subi aucun traitement (contrôle ou input) marqué par la Cy-dUTP (Rakyan et al., 

2008; Weber et al., 2007) (Figure 1.12A). L‟ADN immunoprécipité et son contrôle 

proviennent du même échantillon. Actuellement plusieurs Kits pour l‟étude de la 

méthylation de l‟ADN sur de puces à  ADN commerciales sont disponibles (Agilent, 

Illumina…). Ce type de technique permet d‟étudier la méthylation sur certaines régions du 

génome comme les promoteurs ou les ilots CpG.  

1.2.5.3.2- Immunoprécipitation de l’ADN méthylé et séquençage (MeDIP-Seq) 

Récemment, les premiers méthylomes couvrant l‟intégralité du génome ont été publiés 

grâce à l‟utilisation du séquençage haut-débit après MeDIP, c‟est le MeDIP-Seq (Figure 

1.12B). Le principe consiste à fragmenter l‟ADN et à fixer les adaptateurs (permettant 

l‟amplification puis le séquençage) aux extrémités des fragments. Ceux-ci peuvent 

également être fixés après l‟immunoprécipitation (Pomraning et al., 2009). Après 

dénaturation, l‟ADN méthylé simple brin est immunoprécipité grâce à l‟anticorps 

spécifique des 5-méthylcytosines. Le complexe ADN-anticorps est alors capturé par un 

second anticorps anti-IgG (ou la protéine A) fixé sur des billes et l‟ADN méthylé en est 

relâché après lavage et traitement à la protéinase K. 

Les méthodes d‟enrichissement par affinité (immunoprecipitation et sélection par les 

methyl binding proteins MBD) ont l‟avantage de ne pas être restreintes à l‟analyse d‟un 

nombre limité de sites, contrairement aux méthodes basées sur l‟utilisation d‟enzymes. Un 

avantage supplémentaire des méthodes utilisant le MeDIP en comparaison aux autres 

techniques est sa capacité à distinguer une 5-méthylcytosine d‟une 5-

hydroxyméthylcytosine (Jin et al., 2010). Cependant, elles  ont une résolution réduite et ne 
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permettent pas de donner des valeurs de méthylation précises. Ceci implique de définir des 

niveaux de méthylation assez grossiers (peu, moyennement ou très méthylé), à moins 

d‟investir dans la mise en place d‟outils informatiques adaptés. De plus, elles nécessitent 

une grande quantité d‟ADN et ont tendance à enrichir les régions riches en CpGs, 

notamment les séquences répétées. Quelle que soit la méthode utilisée, il est théoriquement 

possible d‟augmenter la couverture du méthylome en séquençant à une plus grande 

profondeur ou en augmentant la longueur de lecture du séquenceur. Enfin, la combinaison 

de plusieurs méthodes, bien que parfois coûteuse, peut permettre de couvrir de plus 

nombreuses régions de densités différentes en CpGs. 

 

Figure 1.12: Représentation schématique de l’analyse de la méthylation de l’ADN par 

la technique MeDIP. 
De toutes les techniques citées précédemment, le MeDIP-Chip est une méthode de choix et 

est au centre du projet présenté ici afin d‟étudier le méthylome du cancer de l‟ovaire en 
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utilisant des puces 1 x 244K de la Technologie Agilent contenant 27.800 îlots CpGs. Nous 

avons en complément développé une approche basée sur l‟utilisation du bisulfite, 

permettant l‟analyse de la méthylation sur des régions candidates.  

 

1.3- Les facteurs de transcription RUNX 

 
La famille des gènes RUNX comprend les facteurs de transcription RUNX1, RUNX2 et 

RUNX3. Chaque membre est capable de former des hétérodimères avec le cofacteur 

commun CBFβ (Core Binding Factor β), un partenaire ne liant pas l‟ADN (Huang et al., 

1999). Ces facteurs de transcription peuvent activer ou réprimer la transcription des 

principaux régulateurs des voies de la croissance, de la survie et de la différenciation 

(Wang et al., 2010; Wang et al., 1996). Bien que les membres de la famille RUNX partagent 

une grande similarité au niveau de la séquence des acides aminés et affichent certaines 

fonctions qui se chevauchent, ces gènes semblent néanmoins avoir des fonctions 

biologiques distinctes au cours du développement. Chaque membre présente des anomalies 

phénotypiques très distinctes. Par exemple, RUNX1 est essentiel pour l'hématopoïèse 

définitive, la maturation des mégacaryocytes, des cellules T et B et le développement 

neuronal (Okuda et al., 1996). RUN2 est essentiel pour l'ostéogenèse (Komori et al., 1997; 

Otto et al., 1997). RUNX3 a un rôle essentiel dans la neurogénèse (Levanon et al., 2002), la 

signalisation du TGF-β et la maturation des cellules dendritiques (Fainaru et al., 2004).  

Les facteurs RUNX sont de plus en plus liés à divers cancers humains, car ils pourraient 

fonctionner tant comme gènes suppresseurs (GSTs) de tumeurs et comme oncogènes 

dominants suivant le contexte tumoral (Blyth et al., 2005; Cameron and Neil, 2004; Nimmo 

and Woollard, 2008). RUNX3 est généralement considéré comme un GST dans les tumeurs 
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et est inactivé dans la plupart des cancers épithéliaux (Subramaniam et al., 2009), y compris 

le carcinome ovarien (Zhang et al., 2009), bien que la fonction oncogénique de RUNX3 

dans le CEO a également été suggérée (Lee et al., 2011a). L'importance de RUNX1 dans 

l‟hématopoïèse et sa fonction de GST en leucémie sont bien établies (Scheitz et al., 2012). 

Cependant l‟amplification et des mutations gain de fonction de RUNX1 semblent être 

impliquées dans la leucémie (Robinson et al., 2003; Wotton et al., 2002). De même, des 

études récentes sur les tumeurs solides présentent des rôles contrastés de RUNX1 comme 

GST ou oncogène (Scheitz et al., 2012). L'implication de RUNX1 dans la tumorogénèse du 

CEO est actuellement inconnue, bien qu'il a été démontré qu'en liaison avec des 

métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMP-2 et -9), RUNX1 pourrait contribuer 

à la phase invasive des carcinomes de l'endomètre et des ovaires endométrioïdes 

(Planaguma et al., 2011). De façon similaire à RUNX1, la preuve la plus évidente pour une 

fonction pro-oncogéniques pour RUNX2 proviennent des études menées dans des modèles 

de lymphome et de leucémie (Blyth et al., 2010). Ainsi, RUNX2 s'est avéré également jouer 

un rôle dans le cancer du sein invasif (Nagaraja et al., 2006), de la prostate (Chua et al., 

2009), de la thyroïde (Niu et al., 2012) et du pancréas (Kayed et al., 2007). Récemment, 

l‟expression de RUNX2 était également associée à la progression tumorale du CEO et au 

mauvais pronostic (Doll et al., 2009). En plus de ces données de la littérature, des rapports 

récents montrent que les facteurs de transcription RUNX1 et RUNX2 pourraient agir comme 

oncogènes et sont impliqués dans la survie des cellules cancéreuses, la progression et la 

métastase. 
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1.4- Problématique, hypothèse et objectifs générales du projet 

Le cancer de l‟ovaire est la première cause de décès parmi les tumeurs gynécologiques en 

occident. Le taux de survie à long terme demeure décevant en raison de la nature 

asymptomatique de la maladie. Le traitement repose sur la chirurgie cytoréductive suivie de 

la chimiothérapie avec un taux de réponse de plus de 80%. Cependant, la plus part des 

patientes font une récidive après une période médiane de 18 mois de traitement par 

l‟émergence de la résistance. Il existe donc un besoin criant d‟identification de marqueurs 

cliniques permettant la détection précoce de la maladie. Les bases moléculaires du 

déclenchement et de la progression du cancer de l‟ovaire sont encore méconnues.  

La dérégulation génique entrainant une perte ou gain de fonction génique est essentielle 

pour la carcinogenèse. Des études ont montré l‟importance de la perturbation épigénétique 

notamment la méthylation de l‟ADN sur la régulation génique dans le cancer. Au cours 

d‟un cancer, l‟hyperméthylation des ilots CpG de certains promoteurs géniques conduit 

souvent à l‟inactivation des gènes suppresseurs de tumeur impliqués dans plusieurs voies 

de signalisation. Puisque, cette répression épigénétique par hyperméthylation est 

maintenant identifiée comme un événement fréquent et précoce lors de la pathogénie de 

beaucoup de cancers, les différentes modifications rencontrées pourraient potentiellement 

servir de biomarqueurs pour l'identification des individus à risque. Par conséquent, 

l‟hyperméthylation spécifique de gènes suppresseurs de tumeurs peut servir d'indice pour 

découvrir les gènes à l‟origine de tumeurs et/ou servir de biomarqueurs pour le diagnostic 

de la maladie, la prédiction de la réponse au traitement, et le développement de stratégies 

originales de traitement. L‟hypométhylation des ilots CpG de certains promoteurs est 

également impliquée dans la carcinogénèse.  Des travaux récents ont également montré un 
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profil d‟hypométhylation des séquences répétées de l‟ADN, avec augmentation de 

l‟instabilité génétique  et la réactivation des proto-oncogènes et des gènes prométastatiques. 

Dans le cancer de l‟ovaire, l‟hypométhylation a été très brièvement étudiée malgré qu‟elle 

semble un bon marqueur indépendant du mauvais pronostic.  

Nous présumons, que l‟initiation et la progression de la tumorogénèse ovarienne sont en 

partie, influencées par des changements épigénétiques des gènes impliqués dans les 

mécanismes de suppression ou d‟activation de l‟oncogenèse. La méthylation aberrante de 

l‟ADN contribuerait aussi à la progression vers un état de chimiorésistance.  Nous avons 

utilisé la technologie des micropuces à ADN dans le but de pouvoir atteindre quatre 

objectifs spécifiques suivants: 

1. Analyser, par une approche épigénomique, le profil de méthylation aberrante de 

l’ADN dans les différents grades du cancer de l’ovaire de type sereux, 

comparativement aux tissus normaux de l’ovaire, 

 

2. Comparer le profil de la méthylation aberrante de l’ADN dans les cellules 

primaires ovariennes dérivées de patientes avant et après traitement, 

 

3.  Confirmer le statut de la méthylation aberrante et d’expression génique des gènes 

sélectionnés dans les échantillons tumoraux comparés aux tissus normaux, et des 

échantillons post-chimiothérapie comparés aux tumeurs naïves, 

 

4. Étudier le rôle fonctionnel des gènes sélectionnés par leur expression ectopique 

et/ou suppression dans les cellules cancéreuses ovariennes pour investiguer leur 

implication dans la tumorogénèse ovarienne et/ou la réponse au traitement. 
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Les analyses présentées dans cette thèse se distinguent des études similaires par le fait 

qu‟elles intègrent différents paramètres tels que l‟utilisation des micropuces comportant 

plus d‟ilots CpG, des populations (cohortes) homogènes. Enfin, tous ces nouveaux 

éléments contribueront au développement de nouvelles stratégies permettant la détection 

précoce, à la personnalisation des pronostiques et de façon générale, à l‟amélioration du 

traitement des cancers de l‟ovaire. 
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2. Global methylation profiling in serous ovarian cancer is 

indicative for distinct aberrant DNA methylation signatures 

associated with tumor aggressiveness and disease progression 

 
(Article publié dans Gynecologic Oncology, Fevrier 2013, volume 128, numéro 2, pages 

356 à 363) (PMID: 23219462) 
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2.1 Mise en contexte et objectifs de l’article et contributions des auteurs 

Le cancer de l‟ovaire représente 4% de tous les cancers chez la femme et est la première 

cause de décès parmi les tumeurs gynécologiques en occident. Malgré les avancées 

médicales et chirurgicales, le taux de survie à long terme demeure décevant en raison de la 

nature asymptomatique de la maladie. Le traitement repose sur la chirurgie cytoréductive 

suivie de la chimiothérapie combinant les dérivés de platine et de taxanes  avec un taux de 

réponse de plus de 80%. Cependant, la pluspart des patientes font une récidive après une 

période médiane de 18 mois de traitement par l‟émergence de la résistance à ces drogues 

conventionnelles. Les bases moléculaires du déclenchement et de la progression du cancer 

de l‟ovaire sont encore méconnues. La compréhension de la pathologie moléculaire serait 

essentielle pour établir de nouvelles stratégies diagnostique et thérapeutique pour le 

traitement du CEO.  

La dérégulation génique entrainant une perte ou gain de fonction génique est essentielle 

pour la carcinogenèse. La méthylation aberrante de l‟ADN, intervenant très tôt durant la 

carcinogenèse est l‟un des mécanismes épigénétiques importants pour le déclenchement, la 

progression du cancer et donc pour leur thérapie. Au cours d‟un cancer, l‟hyperméthylation 

des ilots CpG de certains promoteurs géniques conduit souvent à l‟inactivation des gènes 

suppresseurs de tumeur impliqués dans plusieurs voies de signalisation comme la 

réparation de l‟ADN, la régulation du cycle cellulaire, l‟apoptose, le métabolisme du 

carcinogène, la réponse hormonale et l‟adhérence cellulaire. L‟hypométhylation des ilots 

CpG de certains promoteurs est également impliquée dans la carcinogénèse en induisant 

l‟augmentation de l‟instabilité génétique  et la réactivation des proto-oncogènes et des 

gènes pro-métastatiques. Par conséquent, les gènes cibles de ces deux événements peuvent 
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servir d'indices pour découvrir les gènes à l‟origine de tumeurs et/ou servir de 

biomarqueurs tumeur-spécifiques pour le diagnostic de la maladie, la prédiction de la 

réponse au traitement, et le développement de stratégies originales de traitement. L‟analyse 

des profils de méthylation de l‟ADN par l‟utilisation de micropuces à ADN s‟est 

rapidement avéré un outil de choix permettant d‟étudier le statut de méthylation de milliers 

de gènes et de les corréler avec des phénotypes cliniques précis. Plusieurs équipes de 

recherche, incluant la nôtre, ont utilisé cette approche pour identifier des signatures 

moléculaires spécifiques aux différents groupes de tumeurs. Les objectifs généraux de cet 

article sont de déterminer les profils de méthylation abberante de l‟ADN dans les différents 

grades/stades de la maladie et dans les cellules primaires des patientes avant et après 

traitements. Plus spécifiquement, nous avons tenté d‟identifier de nouveaux gènes méthylés 

de façon aberrante comme des biomarqueurs potentiels pour le pronostic et la thérapeutique 

au cours de la prise en charge du cancer de l‟ovaire.   

Pour cet article, dix auteurs ont été mis à contribution.  Zhi-Qiang Wang et Jean-François 

Pelletier, respectivement étudiants au doctorat et en maitrise ont participé à la phase de 

validation du statut de méthylation des gènes par la technique de conversion au bisulfite 

suivi du séquençage (BSP).  

Magdalena Bachvarova, assistante de recherche de notre laboratoire, a plus précisément été 

impliqué dans la collecte, le stockage et l‟archivage des tissus ovariens dans la banque de 

tumeur. Marie Plante, Jean Gregoire et Marie-Claude Renaud ont été impliqués dans le 

recrutement des différentes patientes des cohortes. Dr Anne-Marie Mes-Masson (université 

de Montréal), une collaboratrice du l‟axe Banque de Tissus et de Données du Réseau 

Cancer du FRSQ,  nous a fourni les cellules primaires pré- et post-chimiothérapeutiques 

utilisées dans cette étude (OV-2295 P61, TOV3133G P65, OV-3133(2) P58, TOV2295G 
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P57).  Éric R. Paquet à l‟analyse bioinformatique des données. Dimcho Bachvarov est le 

principal investigateur de cette étude. Il a été fortement impliqué dans le design, les 

hybridations des micropuces et la rédaction de l‟article. Pour ma part, j‟ai contribué à 

l‟extraction d‟ADN des tissus, l‟immunoprécipitation et la purification des fragments 

méthylés. J‟ai également participé en compagnie de Dimcho Batchvarov à l‟hybridation des 

micropuces et à la validation du statut de méthylation des gènes par BSP et RT-PCR. 

Finalement, j‟ai assisté le Dr Bachvarov dans la conception et la rédaction de l‟article. 
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2.2. Résumé en français 

L‟un des problèmes majeurs liés au cancer épithélial de l‟ovaire (CEO) est sa nature 

asymptomatique avec la majorité des patientes présentant une phase avancée de la maladie. 

De ce fait, la compréhension des bases moléculaires de l‟initiation et de la progression de la 

maladie demeurent essentielle dans la lutte contre cette pathologie. Un élément 

pathogénique clé dans le cancer est l‟inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs et 

l‟activation des oncogènes, fréquemment  dues respectivement  à l‟hyperméthylation et à 

l‟hypométhylation du promoteur.  La compréhension de ces mécanismes pourrait aboutir à 

l‟identification des biomarqueurs potentiels pour les individus à risque. Dans ce contexte, 

nous avons caractérisé à haute résolution, les changements de la méthylation aberrante de 

l'ADN survenant dans le génome du CEO de sous-type séreux en liaison avec l'agressivité 

de la tumeur suivant les grades/stades. Le choix de ce sous-type se justifie par le faite que la 

majorité des patientes en clinique développe ce sous-type de tumeur. Nous avons utilisé la 

méthode de l‟immunoprécipitation de l'ADN méthylée combiné à une analyse sur puce 

(MeDIP-chip). Par cette technique, nous avons comparé les profils de méthylation de cinq 

échantillons de chacun des sous-groupes à savoir borderline, grade 1/stade III/IV, grade 

3/stade I et  grade3/stade III/IV  à ceux des tissus normaux ovariens. Nous avons observé 

une hyperméthylation de l'ADN dans tous les sous-groupes de tumeur y compris borderline. 

Les cibles de l‟hyperméthylation comprennent principalement les gènes de développement. 

Contrairement à l'hyperméthylation, l‟hypométhylation de l'ADN a été observée seulement 

dans le sous-groupe de grade 3. Cette dernière observation a été confirmée lorsqu'on 

compare les profils de méthylation de l'ADN dans les cultures de cellules primaires 

provenant de deux patientes avant et après traitement, ces deux patientes présentant la 
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phase avancée de la maladie. Nos résultats semblent être l‟un des premiers rapports d‟une 

hypométhylation massive associée à la progression tumorale maligne de la maladie. Nos 

données soulèvent la crainte que la prise des médicaments déméthylants actuellement 

utilisés dans la maladie avancée du CEO pourrait avoir des effets néfastes liés à l'activation 

d‟oncogènes et de gènes prométastatiques.   
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2.3.1  ABSTRACT 

Objective: To characterize at high resolution the DNA methylation changes which occur in 

the genome of serous epithelial ovarian cancer (EOC) in association with tumor 

aggressiveness. 

Methods: Methylated DNA immunoprecipitation in combination with CpG island-tiling 

arrays was used to compare the methylation profiles of five borderline, five grade 1/stage 

III/IV, five grade 3/stage I and five grade 3/stage III/IV serous EOC tumors, to those of five 

normal human ovarian tissue samples.  

Results: We found widespread DNA hypermethylation that occurs even in low-malignant 

potential (borderline) tumors and which predominantly includes key 

developmental/homeobox genes. Contrary to DNA hypermethylation, significant DNA 

hypomethylation was observed only in grade 3 serous EOC tumors. The later observation 

was further confirmed when comparing the DNA methylation profiles of primary cell 

cultures derived from matched tumor samples obtained prior to, and following 

chemotherapy treatment from two serous EOC patients with advanced disease. To our 

knowledge this is the first report that has shown the presence of massive DNA 

hypomethylation in advanced serous EOC, associated with tumor malignancy and disease 

progression. 

Conclusions: Our data raise the concern that demethylating drugs that are currently being 

used in advanced EOC disease (representing the majority of serous EOC cases) might have 

adverse effects due to activation of oncogenes and prometastatic genes. Understanding the 

relative roles of hypomethylation and hypermethylation in cancer could have clear 

implications on the therapeutic use of agents targeting the DNA methylation machinery. 
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2.3.2  INTRODUCTION 

Recently, the importance of epigenetic perturbation of gene regulation in cancer has begun 

to be more fully appreciated [1]. The most studied epigenetic alteration is DNA 

methylation, which is reset early in the embryogenesis and reestablished early during 

development [1]. In cancer, the physiological regulation of DNA methylation is disrupted, 

as often the heavy methylation found in the bulk of chromatin is reduced, while the 

normally unmethylated CpG islands located in the promoter and first exon of genes become 

hypermethylated. Similar to other malignancies, aberrant DNA methylation occurs in 

epithelial ovarian cancer (EOC) and contributes to ovarian tumorigenesis and  mechanisms 

of chemoresistance [2]. Using a more global array-based approach, a few studies have 

demonstrated that DNA methylation changes in EOC are cumulative with disease 

progression and are associated with early disease recurrence after chemotherapy [3-9]. 

However, most of these studies have used a mix of different histological EOC subtypes in 

their studies. Indeed, ovarian carcinomas are currently classified into different histological 

subtypes (including serous, endometrioid, mucinous and clear cell); among these, serous 

carcinomas are the most frequent type, representing about 80% of all advanced EOC cases. 

Recent studies were strongly indicative for ovarian carcinoma subtypes being different 

diseases that should be investigated separately in order to define reliable risk and therapy 

predictors [10]. 

In the present study we used methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP) in 

combination with CpG island tiling arrays to characterize at high resolution the DNA 

methylation changes that occur in the genome of serous ovarian tumors displaying different 

degrees of malignancy. Our data are indicative for the occurrence of DNA 
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hypermethylation in all serous EOC tumor subtypes studied (including borderline and grade 

1 tumors) with predominant targeting of developmental/homeobox genes, while poorly 

differentiated (grade 3) tumors were also associated with significant hypomethylation of 

genes, mostly involved in tumor invasion and metastasis. Our study also led to the 

discovery of novel aberrantly methylated genes that could be implicated in serous EOC 

tumorigenesis. 
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2.3.3.  MATERIALS AND METHODS 

2.3.3.1 Cell cultures  

Paired primary EOC cell lines (OV-2295/OV 2295-post CT and OV-3133/OV-3133-post 

CT) were propagated from matched tumor samples obtained prior to, and following 

chemotherapy (CT) treatment from two serous EOC patients with advanced disease (grade 

3, FIGO stage IIIC/IV), using previously established methods [11]. 

 

2.3.3.2 Patients and Tissue specimens 

Primary tumor tissues were obtained for genomic DNA extraction prior to initial 

chemotherapy (CT) from 20 serous EOC patients at the Hotel-Dieu de Quebec Hospital, 

Quebec, Canada. These included patients with serous borderline (BL) tumors, as well as 

patients with grade 1, FIGO stage IIIC/IV (G1;SIII/IV) tumors, grade 3, FIGO stage I 

(G3;SI) tumors, and grade 3, FIGO stage IIIC/IV (G3;SIII/IV) tumors. All tumors were 

histologically classified according to the criteria defined by the World Health Organization 

[12]. Tumor material from all EOC patients was snap-frozen in liquid nitrogen within one 

hour after surgery. No patient had received chemotherapy before surgery. Frozen sections 

were stained with hematoxylin and eosin (H&E); only samples that had more than 70% 

tumor cells were selected for genomic DNA extraction. Normal ovarian samples were 

derived from women subjected to hysterectomy with oophorectomy due to non-ovarian 

pathologies. The study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of the 

Hotel-Dieu de Quebec Hospital and all patients signed an informed consent for voluntary 

participation.  
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2.3.3.3 MeDIP, Agilent CpG island microarrays and data analysis 

Methylated DNA samples from all tumor and normal tissue samples were extracted 

following the Agilent MeDIP protocol. MeDIP-isolated DNA and input (control) DNA 

were consecutively labeled using the Agilent Genomic DNA Labeling Kit PLUS, and 

microarray hybridization was performed on high-density (244 K) Agilent human CpG 

island arrays (including 195 K CpG island probes and 50 K non-CpG island probes) 

according to the Agilent ChIP-on-chip protocol. Microarray slides were scanned using the 

Agilent G2505B scanner and data were extracted with Agilent Feature Extraction 9.1 

software. The package limma in BioConductor (http://www.bioconductor.org) was used to 

read and pre-process the raw methylation data. The data were first background subtracted 

and further normalized using median normalization. Significant hypomethylated or 

hypermethylated regions were identified by scanning the genome with three consecutive 

probes at a time and testing for the significant differential methylation using a Wilcoxon 

non-parametric test. Regions with a Benjamini-Hochberg false discovery rate lower than 

0.05 and an absolute fold change higher than 1.5 were considered as significant. The data 

were visualized using the Broad Institute IGV software 

(http://www.broadinstitute.org/software/igv/). Network/pathway analysis
 
of the methylation 

microarray data was completed using the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software (see 

http://www.Ingenuity.com). 

 

http://www.bioconductor.org/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://www.ingenuity.com/
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2.3.3.4 Bisulfite sequencing PCR (BSP) analysis 

BSP analysis was performed, as previously described [13]. PCR conditions varied 

depending on primer selection and composition (see Supplemental Table 1A for primers 

details).  

 

2.3.3.5 Semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR)  

SqRT-PCR was performed, as previously described [13]. The GUSB gene was used as an 

internal standard. Primers were designed using the Primer3 algorithm (http://www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) (see Supplemental Table 1B for 

primers details).   

http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
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2.3.4 RESULTS  

2.3.4.1 Aberrant DNA hypermethylation is common for all serous EOC tumor 

subtypes and is representative for developmental regulatory genes 

To investigate for DNA methylation changes associated with different degrees of tumor 

malignancy, the common methylation profiles of five BL, five G1/SIII/IV, five G3/SI and 

five G3/SIII/IV serous EOC tumors were compared to the common methylation profiles of 

five normal ovarian tissue samples. These analyses led to the identification of numerous 

hypermethylated CpG islands and genes among the different serous EOC tumor subtypes 

studied (Table 2.1A). Moreover, Venn diagram analysis was indicative for a substantial 

number of genes (n=132) that were commonly hypermethylated in all tumor subtypes, 

including BL and G1 tumors (Figure 2.1A). Most of the gene-associated hypermethylation 

was localized in the control (promoter/exon I) region (Table 2.1A). A large proportion of 

the hypermethylated genes identified in all tumor subtypes represented developmental 

regulatory genes, including numerous homeobox genes (Table 2.1A). Notably, IPA 

pathway analysis displayed a number of development-related pathways as the most 

significantly hypermethylated pathways in all tumor types, including analysis based on the 

132 commonly hypermethylated genes (Figure 2.1B). The majority of these genes were 

shown to be hypermethylated in different cancer types, including EOC.  

BSP-mediated validation confirmed the hypermethylation status of several of the most 

significantly methylated homeobox genes identified (including POU4F2, OTX2, RAX, 

BARHL2, HOXD3, FOXE1, SOX14, FOXB2; see Supplemental Figure 1). These genes 

were not previously identified as hypermethylated in EOC, as the FOXB2 gene was never 

shown to be hypermethylated in cancer. IPA analysis has also shown that about half (n=63) 



85 

 

of the 132 commonly hypermethylated genes are functionally related to mechanisms of 

apoptosis (see Supplemental Table 1), including a number of genes (AIM1, AKAP12, 

CDKN2A, CYP1B1, FOXF2, HOXA9, HOXA10, IRX1, NRN1, SSTR1) with potential 

tumor suppressor function. For CDKN2A, HOXA9 and HOXA10, hypermethylation has 

been previously demonstrated in EOC [14, 15].  

Homeobox genes and other key developmental regulatory genes are normally repressed in 

embryonic stem (ES) cells by the Polycomb group (PcG) proteins, including the PcG 

chromatin repressive mark, H3K27me3 [16]. Recent reports show that ES cell PcG targets 

are up to 12-fold more likely to have cancer-specific promoter DNA hypermethylation than 

non-targets [16]. Using the Integrative Genomics Viewer (IGV) software, we observed a 

significant overlap between the chromosomal distribution of the DNA hypermethylated 

sites identified in all serous EOC tumor subtypes and the localization of the H3K27me3 

marks in human ES cells, based on ChIP-seq data (see Supplemental Figure 2 for details). 

Similarly, upon applying the Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool (GREAT) 

(see: http://bejerano.stanford.edu/great/public/html/), considerable overlap was also 

observed between the H3K27me3 marks in ES cells reported by Ben-Porath et al. [17] and 

our hypermethylation sites. Notably, the methylation sites of the BL, GI;SIII/IV, G3;S1 and 

G3:SIII/IV tumors obtained highly significant hypergeometric q-values of 3.8e-93, 5.5e-63, 

8.2e-89 and 2.1e-95 respectively, in concordance with the H3K27me3 marks in ES cells 

identified by Ben-Porath et al. [17]. 

Our epigenomic approach has also lead to the identification of several novel 

hypermethylation targets in serous EOC (including TNK1, DMRT3, LECT1, TUBB6, 

CADPS, GRK7, NETO1, LAMB1, HSPA1A, HSPA1L and PCDH17); consecutive BSP 

validation in independent set of control and tumor tissues has confirmed their 
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hypermethylation status in less aggressive forms of the disease (BL tumors), which also 

persisted in advanced serous EOC (Figure 2). Some of these genes (TNK, DMRT3, 

LECT1, LAMB1, PCDH17, CADPS and TUBB6) represent potential TSGs, or display loss 

of expression in cancer tissues, frequently associated with poorer prognosis [18-24]. With 

the exception of PCDH17 [22], these genes were never reported to undergo functional 

epigenetic silencing by promoter hypermethylation in human cancers. A total of 24 genes 

from our hypermethylated gene lists were also identified as hypermethylated in The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) methylation data set for serous EOC [9] (see Supplemental Tables 

3A-6A for details). 

 

2.3.4.2 Aberrant DNA hypomethylation correlates with tumor malignancy grade  

Contrary to DNA hypermethylation, DNA hypomethylation was very limited in BL and G1 

tumors; however, it increased significantly in poorly differentiated (G3) tumors, and 

especially in G3;SIII/IV tumors (see Table 2.1B and Figure 2.1C). Here, the two most 

significant pathways associated with DNA hypomethylation in G3 tumors were 

functionally related to cell-to-cell signaling and interaction and cellular assembly and 

organization, as other pathways implicated in cell signaling, molecular transport and cell 

death also displayed considerable significance (Figure 2.1D). Notably, a large portion of 

these genes are associated with mechanisms of tumorigenesis, cell migration, invasion and 

metastasis, including EOC tumorigenesis, EOC metastasis and EOC chemoresistance (see 

Table 2.2). BSP validation of some novel hypomethylation targets in serous EOC 

(including TGFB1I1, GALNT3, ARC, BCAT1, CAPS) confirmed their hypomethylation 

status in advanced disease (Figure 2.3). The role of this genes in EOC etiology is currently 
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unknown; however, TGFB1I1, GALNT3 and BCAT1 were already shown to be implicated 

in tumor invasion and metastasis in other cancers [25-27], and CAPS has been 

characterized as novel tumor marker and potential drug target in endometrial cancer [28].  

Additionally, we have performed global DNA methylation profiling of primary cell 

cultures (PCCs), derived from matched tumor samples obtained prior to, and following 

chemotherapy (CT) treatment from two serous EOC patients with advanced (G3;SIII/IV) 

disease (for both patients, the CT regimen included the standard carboplatin/paclitaxel 

combination). These analyses further confirmed the association of DNA hypomethylation 

with EOC disease severity and progression. Thus, we found only 9 CpG islands (including 

7 genes) to be hypermethylated, while the hypomethylated regions comprised 51 CpG 

islands, including 46 genes. IPA functional analysis of the post-CT hypomethylated 46-

gene set was indicative for strong presentation of pathways linked to cellular growth and 

proliferation, cell cycle control and cellular movement and DNA replication, recombination 

and repair (Figure 2.4A). Indeed, almost half (n=22) of the post-CT hypomethylated 46-

gene list includes genes implicated in tumor invasion and metastasis. We have performed 

initial BSP validation of the methylation status of four of these genes (RUNX1, RUNX2, 

EPSTI1 and ELL3) with previously proven implication in tumor growth, invasion and 

metastasis [29-32] (see Figure 2.4B). As seen from Figure 2.4B, BSP analyses confirmed 

their hypomethylation status in the post-CT PCCs. The overexpression of these genes in the 

post-CT PCCs was further validated by sqRT-PCR (Figure 2.4C).  
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2.3.5 DISCUSSION 

In this study, we have used the MeDIP method in combination with genome-wide CpG 

island arrays for a comprehensive analysis of DNA methylation patterns in low- and high 

malignant potential serous ovarian tumors, the latter also subdivided by stage. The 

generated methylation patterns showed strong differentiation between tumor and normal 

DNA, with all tumor DNA samples displaying a far greater number of hypermethylated 

CpG loci compared to normal samples. Our data are indicative that dense de novo 

methylation of homeobox and other developmental regulatory genes occurs even in low-

malignant potential (BL) tumors.  This is similar to what has been found in other cancer 

types, for example lung [33], brain [34], breast [35], colorectal [36], prostate cancer [37] 

and lymphomas [38]. A number of homeobox and other key developmental genes, 

including HOXA9, HOXA10, HOXA11, SOX1, PAX1 and LMX1A, were also shown to 

be frequently methylated in EOC, as some of them were suggested as valuable molecular 

markers for EOC diagnostic screening and prognostic predication [39]. With the exception 

of HOXA11, all the above homeobox genes were also found to be hypermethylated in the 

serous EOC tumors analyzed, as HOXA9, HOXA10, SOX1 and PAX1 were present in the 

132-gene list of genes, commonly hypermethylated in all tumor subtypes analyzed.  

Our and others‟ findings of widespread methylation of developmental/homeobox genes 

substantiate the hypothesis that a substantial fraction of genes methylated in human cancer 

are PcG targets. It has also been shown that genes affected by de novo DNA methylation 

during tumorigenesis are pre-marked by the PcG chromatin repressive mark, H3K27me3, 

suggesting that this chromatin modification directs the establishment of cancer-specific 

DNA methylation patterns [16]. The relationship between H3K27 trimethylation, and de 
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novo DNA methylation is assumed to reflect the presence of a stem cell-like epigenetic 

program in cancer cells [16]. Indeed, we have found a highly significant overlap between 

the chromosomal distribution of the DNA hypermethylated sites identified in all serous 

EOC tumor subtypes by our MeDIP-array experiments and the localization of the 

H3K27me3 repressive marks in human ES cells (Figure 2.6). Thus, our data provide 

additional support to the emerging model that the addition of DNA methylation in adult 

cancer cells completely and heritably represses transcription as compared to low, but 

continued, expression in the ES cells where the gene is marked only by PcG constituents 

and bivalent chromatin [16]. As suggested, such a permanent silencing of pro-

differentiation genes might lead to the accumulation of ES-like cell population that is 

unable to differentiate but which could persist long enough, perhaps over the lifetime of an 

individual, to acquire the necessary transforming genetic or epigenetic aberrations 

associated with tumorigenesis [34].  

Contrary to DNA hypermethylation, significant DNA hypomethylation was observed only 

in high-grade (G3) serous tumors. This observation was further confirmed when comparing 

the DNA methylation profiles of PCCs derived from matched tumor samples obtained prior 

to, and following CT from two serous EOC patients with advanced disease. To our 

knowledge this is the first report that has shown the presence of massive DNA 

hypomethylation in advanced serous EOC associated with the possible induction of a 

number of oncogenes, functionally related to higher tumor malignancy and disease 

progression, including invasion/metastasis. Similarly, a recent study using analogous 

epigenomic approach has led to the identification of 3,700 demethylated genes in tumors 

from 11 liver cancer patients, which were mainly involved in cell growth, cell adhesion and 

communication, mobility, and invasion [40]. These observations might have important 
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implications on the therapeutic use of DNA demethylating agents. Currently, a number of 

demethylating drugs are used in cancer therapy, including EOC therapy [41]. However, as 

in the case of other epigenetic drugs such as histone deacetylase (HDAC) inhibitors, clear 

proof-of-concept data for the clinical efficacy of epigenetic approaches remains to be 

established. Besides, our data raise the concern that demethylating drugs are used in 

advanced EOC disease (representing the majority of serous EOC cases) might have adverse 

effects due to activation of oncogenes and prometastatic genes. Thus, and as suggested 

recently [40], the DNA demethylation machinery might serve as a new approach to cancer 

(including serous EOC) therapy. 

Our epigenomic approach has led to the identification of novel aberrantly methylated gene 

targets in EOC, including hypermethylated genes with potential TSG function, and 

hypomethylated genes, associated with highly-malignant disease. These genes could 

represent new therapeutic targets and/or novel biomarkers indicative for EOC etiology and 

possibly, for early detection of the disease. For some of the above listed genes functional 

analyses are currently underway to better understand their putative functional implication in 

EOC tumorigenesis.  

There was only a limited overlap between our DNA methylated data and the recently 

published TCGA methylation data set for serous EOC [9] which could be due to the 

positions of CpG sites investigated. The Illumina 27K methylation array used in the TCGA 

study covers only a proportion of all CpG sites in the genome and is biased toward 

promoter CpG islands, while the Agilent CpG microarray also extends into gene bodies, 

downstream gene locations, and currently uncharacterized chromosomal regions. More 

importantly, the TCGA data set do not incorporate analyses on DNA hypomethylation.  
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In conclusion, we found widespread DNA hypermethylation at CpG islands in serous EOC 

that is even characteristic for low-malignant potential (BL) tumors. This hypermethylation 

preferentially included key developmental genes and is possibly associated with repressive 

chromatin marks, such as PcG- and H3K27me3-mediated gene silencing. However, we 

have also shown that massive DNA hypomethylation occurs in poorly differentiated (G3) 

tumors, which is probably related to disease progression, including tumor 

invasion/metastasis. A comprehensive understanding of the global genomic/epigenomic 

changes in serous EOC would be required to develop a more effective (including 

epigenetic) treatment strategy for this deadly disease. 
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2.3.8 FIGURE LEGENDS  

Figure 2.1. Venn diagram and functional analyses of common and distinct aberrantly 

methylated genes in BL, G1;SIII/IV, G3;S1 and G3;SIII/IV serous EOC tumors compared 

to normal ovarian tissue samples. A. Venn diagram analysis of hypermethylated genes; B. 

IPA functional analysis of the commonly hypermethylated genes (132-genes set) in all 

serous EOC tumor subtypes studied; C. Venn diagram analysis of hypomethylated genes; 

D. IPA functional analysis of hypomethylated genes in G3 tumors. Top functions that meet 

a p-value cutoff of 0.05 are displayed. 

 

Figure 2. 2 BSP analysis of the methylation status of selected hypermethylated genes in 

serous EOC tumors compared to normal tissue samples. Filled circles represent methylated 

CpGs and open circles represent unmethylated CpGs. CpG plots of the analyzed regions are 

also presented (CpGs are displayed with vertical marks). The indicated positions on the 

CpG plots represent the number of nucleotides stretching upstream (+) and downstream (-) 

of the first exon for each gene analyzed. N – normal ovarian tissue; BL – serous borderline 

tumors; MT – malignant serous adenocarcinoma tumors. 

 

Figure 2.3 BSP analysis of the methylation status of selected hypomethylated genes in 

serous EOC tumors compared to normal tissue samples. Figure legends are as described in 

Fig. 2.  
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Figure 2.4. Characterization of DNA hypomethylation in PCCs derived from matched 

tumor samples obtained prior to, and post-CT treatment from two serous EOC patients with 

advanced (G3;SIII/IV) disease. A. IPA functional analysis of the hypomethylated genes in 

post-CT PCCs. B. BSP analysis of the methylation status of the selected hypomethylated 

genes RUNX1, RUNX2, EPSTI1 and ELL3 in the matched prior to/post-CT PCCs. (figure 

legends are as described in Fig. 2). C. Semi-quantitative RT-PCR analysis of the RUNX1, 

RUNX2, EPSTI1 and ELL3 gene expression in the matched prior to/post-CT PCCs. The 

GUSB gene was used as internal standard.  
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Figure 2.1. Venn diagram and functional analyses of common and distinct aberrantly 

methylated genes in BL, G1;SIII/IV, G3;S1 and G3;SIII/IV serous EOC tumors compared 

to normal ovarian tissue samples. 
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Figure 2.2. BSP analysis of the methylation status of selected hypermethylated genes in 

serous EOC tumors compared to normal tissue samples. 
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Figure 2.3. BSP analysis of the methylation status of selected hypomethylated genes in 

serous EOC tumors compared to normal tissue samples.  
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Figure 2.4. Characterization of DNA hypomethylation in PCCs derived from matched 

tumor samples obtained prior to, and post-CT treatment from two serous EOC patients with 

advanced (G3;SIII/IV) disease. 
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2.3.9. TABLES  

Tableau 2.1  Numbers of aberrantly methylated CpG islands and genes in serous 

ovarian tumors, compared to normal ovarian tissue.  
 

   A. Hypermethylated CpG islands/genes 

Tumor CpG islands Genes Promoter/I 

exon
a
 

Developmental 

genes
b
 

Homeobox 

genes
b
 

BL 439 314 263 (83.7%) 141 (44.9%) 62 

G1;SIII/IV 331 241 177 (55.5%) 103 (42.1%) 35 

G3;SI 617 433 338 (78.1%) 167 (38.6%) 67 

G3;SIII/IV 500 357 296 (82.9) 156 (43.7%) 62 

 

B. Hypomethylated CpG islands/genes 

Tumor CpG islands Genes Promoter/I 

exon
a
 

Developmental 

genes
b
 

Homeobox 

genes
b
 

G1;SIII/IV 12 9 4 (44.4%) 8 (88.9%) 2 

G3;SI 168 118 47 (39.8%) 34 (28.8%) 7 

G3;SIII/IV 767 459 205 (44.7%) 90 (19.6%) 12 

 
a
The number of genes is indicated, for which the aberrant DNA methylation occurs in the 

potential gene control regions, including the gene promoter and/or I exon.  
b
The number of developmental and homeobox genes was determined using the gene 

ontology analysis tool of the DAVID/EASE software (Huang da et al., 2009) 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/). 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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Tableau 2.2. Functional characterization of hypomethylated genes in poorly-

differentiated (grade 3) EOC tumors
a
  

 

Functional 

category 

Tumor 

grade & 

stage 

Genes 

tumorigenesis G3;SI GALNT3, TGFB1I1, BCAT1, EMX2, PCSK2, MAB21L1, CELSR1, CDH4, 

SLC9A3, EGFL7, EEF1A2, FOSB, GBX2b, MEIS1, RPL28, FOXC1, IL17C, 

TNXB, GRIN2C, SALL1, RBM47, NR5A1, ARID3A, ADAMTS10, 

PRDM16, LTBP4, AGPAT2, PTPRN2, DHH, F10, VENTX, RUVBL1, 

OBSCN, BAI1, MAD1L1, EMP3, RGS12, TBX3, PIK3R2, ALX4 

G3;SIII/IV CDH4, EMX2, GALNT3, TGFB1I1, CELSR1, SFN, TNFRSF6B, PCSK2, 

SLC9A3, F10, MTA1, NR5A1, RPL28, ADAMTS10, CACNA1A, EMP3, 

EEF1A2, ASPSCR1, TBX3, BAI1, PTPRN2, NTSR1, NOTCH1, PRDM16, 

BCR, CLDN4, BRSK2, MAD1L1, DPP6, PIK3R2, MAB21L1, MUC1, MEIS1, 

OBSCN, FOSB, DMPK, DHH, NFATC1, TIE1, BMP7, GRIN3B, SPTBN1, 

GRIN2D, HIC1, MBP, SLC25A5, RBM47, ATP11A, ALOX5, AXIN1, GRIN1, 

CLDN3, KLK10, TNK2, ZNF536, FAM20C, SEMA6B, LSM7, ARID3A, 

ITIH5, ADAMTS2, CREBBP, AGPAT2, MUM1, TIMM44, CIRBP, NOTCH3, 

LTBP4, NCOR2, TFE3, TNNT3, IGF2BP1, HOXC6, HDAC6, DCHS1, 

RGS12, G6PD, IGDCC4, PLXNB2, GNAS, PCSK4, TRIP13, TTC38, EMD, 

TRIM29, SOCS3, CHRNA4, IHH, PKM2, TGM3, LAGE3, VENTX, EFNB1, 

HOXC4, CCND1, LPPR2, B3GNT3, NONO, ELANE, SSTR5, FLT4, MDFI, 

IRAK1, CUX2, FOXC1, EGFL7, FHOD3, CACNA2D4, DPYSL4, ZBTB20, 

MUC2, ARAF, HRH3, PRKCZ, TP73, JPH3, CAMK2B, MCM2, PLA2G6, 

IRAK2, BCAT1, MAP2K2, RPS6KA3, SYP, ZBTB4, ELK1, CHST8 

metastasis G3;SI EMX2, MEIS1, DHH 

G3;SIII/IV NR5A1, CACNA1A, EEF1A2, BCR, CLDN4, MUC1, FOSB, BMP7, HIC1, 

CLDN3, NOTCH3, TFE3, HOXC6, GNAS, EMD, SSTR5, FLT4, TP73 

invasion G3;SI CDH4, SCRIB, PIK3R2 

G3;SIII/IV CDH4, MTA1, NOTCH1, SCRIB, CLDN4, PIK3R2, MUC1, BMP7, KCNH2, 

CLDN3, TNK2, IGF2BP1, PKM2, CCND1, AJAP1, FLT4, CTBP2, PLA2G6, 

MAP2K2, ELK1 

migration G3;SI FUT7, EGFL7, EEF1A2, FOXC1, SOX8, F10, BAI1, TRPM2, MCF2L, 

PIK3R2 

G3;SIII/IV FUT7, TNFRSF6B, F10, MTA1, TRPM2, MCF2L, EEF1A2, BAI1, NOTCH1, 

SOX8, BCR, CLDN4, EPHA8, DLX1, PIK3R2, MUC1, ABR, NFATC1, TIE1, 

KCNH2, ALOX5, TNK2, FGF13, MRC2, EXOC3L2, HDAC6, G6PD, GNAS, 

PCSK4, LIMS2, SOCS3, TRPM4, EFNB1, CCND1, WDR44, CNTN2, 

PIP5K1C, ELANE, FLT4, CTBP2, FOXC1, EGFL7, PRKCZ, TP73, MCM2, 

PLA2G6, MAP2K2, ELK1, PENK 

ovarian 

cancer 

G3;SI EEF1A2c , FOSBd 

G3;SIII/IV EEF1A2c, GNASc, EMDc, TP73c, HOXC6d, VEGFR3d, FOSBd, CLDN4d, 

MUC1d, CLDN3d, NOTCH3e, BMP7e 

 
a
The gene‟s functional classification was determined using the IPA functional pathway 

analysis tool.  

bGenes indicated in bold represent tumorigenesis-associated genes that are hypomethylated 

uniquely in G3;SI serous EOC tumors.  
c,d,e

Genes implicated in EOC 
c
tumorigenesis, 

d
metastasis, and 

e
chemoresistance. 
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2.3.10. SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

 

Supplemental figure 2.5. BSP analysis of the methylation status of selected homeobox 

genes in G3;SIII/IV serous EOC tumors compared to normal tissue samples. Filled 

circles represent methylated CpGs and open circles represent unmethylated CpGs. CpG 

plots of the analyzed regions are also presented (CpGs are displayed with vertical marks). 

The indicated positions on the CpG plots represent the number of nucleotides stretching 

upstream (+) and downstream (-) of the first exon for each gene analyzed. N - normal 

ovarian tissue;  T - serous adenocarcinoma tumors. 
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Supplemental figure 2.6 Schematic presentation of the chromosomal distribution of 

the DNA hypermethylated sites identified in all serous EOC tumor subtypes by our 

MeDIP-array experiments, and the localization of the H3K27me3 repressive marks in 

human ES cells. Results were generated using and co-displaying our significant 

hypermethylation events with H3K27me3 ChIP-seq results in ES cells. Using also the 

Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool (GREAT) with the default options 

“basal plus extension”, we obtained significant overlap of the hypermethylated regions 

identified for the BL, GI;SIII/IV, G3;S1 and G3:SIII/IV serous EOC tumors with the 

H3K27me3 marks in ES cells, identified by the  Weinberg‟s group (Ben-Porath et al. Nat 

Genet 2008;40: 499-507). Regions where perfect overlap between BL, G1 and G3 and the 

ES H3K27me3 histone mark was observed were highlighted.  
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3. The RUNX1 transcription factor is expressed in serous 

epithelial ovarian carcinoma and contributes to cell 

proliferation, migration and invasion 
 

(Article publié dans Cell Cycle, Février 2013, volume 26, numéro 12, pages: 972-86) 

(PMID: 23442798) 
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3.1 Mise en contexte et objectifs de l’article et contributions des auteurs 

L‟un des problèmes majeurs liés au cancer de l‟ovaire est l‟absence des moyens de 

diagnostic précoce adéquat et la prédominance clinique de la forme métastatique. Le 

mauvais pronostic associé à cette pathologie est dû au faite que les patientes se présentent 

avec une phase avancée de la maladie associée ou non à une chimiorésistance. La récente 

percée technologique obtenue grâce à l‟utilisation de la technologie des micropuces à ADN 

a ouvert la porte aux diagnostiques moléculaires. Dans le chapitre précédent, nous avons 

démontré que les cellules primaires post-chimiothérapiques comparativement aux cellules 

primaires pré-chimiothérapeutiques possédaient une signature moléculaire caractérisée par 

un profil d‟hypométhylation prédominant de gènes associés à la prolifération, la survie et 

l‟invasion. Parmi les gènes hypométhylés et surexprimés dans les cellules 

chimiorésistantes, nous avons identifie RUNX1 (runt-related transcription factor1). RUNX1 

est un facteur clé de l‟hématopoïèse définitive durant le développement. En plus de son rôle 

dans le développement, RUNX1 est impliqué dans plusieurs maladies, dont le cancer. 

Plusieurs études ont montré que RUNX1 peu opérer comme oncogène ou gène suppresseur 

de tumeur dépendamment du type de cancer et du contexte génétique cellulaire. Cependant, 

l‟implication de RUNX1 dans le cancer épithéliale de l‟ovaire n‟est pas assez connue. Par 

conséquent, il est important d‟investiguer si l‟expression de RUNX1 est régulée de façon 

épigénétique par hypométhylation de RUNX1 dans le cancer épithéliale avancé de l‟ovaire 

et si cette expression contribue à la progression tumorale et la réponse au traitement. 

Pour cet article, neuf auteurs ont été mis à contribution. Magdalena Bachvarova, assistante 

de recherche de notre laboratoire était particulièrement impliquée dans la collecte, le 

stockage et l‟archivage des tissus ovariens dans la banque de tumeur. En plus, elle a fait 
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l‟évaluation de la qualité et de la quantité de chaque ARNs clones utilisés  ainsi que leur 

hybridation sur les micropuces pour l‟expression génique. Marie Plante, Jean Gregoire et 

Marie-Claude Renaud ont été impliqués dans le recrutement des différentes patientes des 

cohortes. Chantal Morin a effectué la lecture et l‟évaluation des micropuces 

d‟immunohistochimie. Xuan Bich Trinh a réalisé le design des tissus à micropuce et les 

tests statistiques associés aux taux de survie en fonction du niveau d‟expression protéique. 

Dimcho Bachvarov est le principal investigateur de cette étude. Il a été fortement impliqué 

dans le design, les hybridations des micropuces et la rédaction de l‟article. Pour ma part. 

Pour cet article, j‟ai validé le statut de méthylation de RUNX1 par BSP et réalisé la 

construction des micropuces à tissus et les tests d‟immunohistochimie. J‟ai établis le clone 

sous-exprimant RUNX1 ainsi que la réalisation des études fonctionnelles. Finalement, j‟ai 

assisté Dr Bachvarov dans la conception et la rédaction de l‟article. 
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3.2. Résumé en français 

Les bases moléculaires de l‟initiation et de la progression ainsi que les mécanismes liés à la 

chimiorésistance du cancer ovarien épithélial (COE) sont encore mal connus. L‟un des 

mécanismes essentiels à la pathogénie dans le cancer est l‟activation des oncogènes, 

fréquemment  due à l‟hypométhylation du promoteur. Dans ce contexte, nous avons utilisé 

une approche épigénomique pour identifier des gènes hypométhylés dans les cellules 

primaires pré- et post-chimiothérapeutiques provenant d‟ascites de patientes atteintes du 

CEO. Nous avons identifié plusieurs cibles hypométhylés qui pourraient jouer un rôle 

fonctionnel dans la survie, la prolifération et l‟invasion des cellules tumorales. Parmi ces 

gènes, nous avons identifié le gène RUNX1 comme hypométhylé et surexprimé dans les 

cultures primaires post-chimiothérapeutiques en comparaison avec les cultures primaires 

pré-chimiothérapeutiques correspondants. Dans cette étude nous avons montré une 

tendance à l'hypométhylation de RUNX1dans les tumeurs d‟épiploon métastatiques par 

rapport aux tumeurs primaires du CEO, bien qu‟elle ne soit pas significative.  Cependant, 

RUNX1 est significativement plus exprimé, non seulement dans les tissus métastatiques, 

mais aussi dans les tumeurs primaires de haut grade ainsi que dans les tumeurs à faible 

potentiel de malignité. Les niveaux d'expression de RUNX1 étaient presque identiques dans 

les tumeurs primaires et celles métastatiques, suggérant que l'hypométhylation de RUNX1 

pourrait avoir un impact limité sur sa surexpression au stade avancé de la maladie 

(métastatique). La suppression de l'expression de RUNX1 dans les cellules CEO conduit à 

une forte diminution de la prolifération cellulaire et à l'arrêt du cycle cellulaire en G1. En 

outre, la suppression de RUNX1  inhibe significativement l‟invasion et la migration 

cellulaire. Ces différents phénotypes cellulaires ont été confirmés par le profilage 
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d‟expression génique. Ainsi de nombreux gènes et voies de signalisation connus 

précédemment comme étant impliqués dans la tumorogénèse ovarienne, y compris 

l'invasion tumorale et la métastase sont réprimés, alors qu'un certain nombre de gènes pro-

apoptotiques et certains gènes suppresseurs du CEO  ont été induits. Nos résultats 

suggèrent  que le gène RUNX1 est un oncogène potentiel de la progression du CEO et 

pourrait être une nouvelle cible thérapeutique du CEO. D'autres études sont nécessaires 

pour élucider davantage les implications fonctionnelles de RUNX1 et d'autres membres de 

la famille des gènes RUNX dans la tumorogénèse ovarienne. 
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3.3.1. ABSTRACT 

Previously, we have identified the RUNX1 gene as hypomethylated and overexpressed in 

post-chemotherapy (CT) primary cultures derived from epithelial ovarian cancer (EOC) 

patients, when compared to primary cultures derived from matched primary (prior to CT) 

tumors. Here we show that RUNX1 displays a trend of hypomethylation, although not 

significant, in omental metastases, compared to primary EOC tumors. Surprisingly, 

RUNX1 displayed significantly higher expression not only in metastatic tissue, but also in 

high-grade primary tumors and even in low malignant potential tumors. The RUNX1 

expression levels were almost identical in primary tumors and omental metastases, 

suggesting that RUNX1 hypomethylation might have a limited impact on its 

overexpression in advanced (metastatic) stage of the disease. 

Knockdown of the RUNX1 expression in EOC cells led to sharp decrease of cell 

proliferation and induced G1 cell cycle arrest. Moreover, RUNX1 suppression significantly 

inhibited EOC cell migration and invasion. Gene expression profiling and consecutive 

network and pathway analyses confirmed these findings, as numerous genes and pathways 

known previously to be implicated in ovarian tumorigenesis, including EOC tumor 

invasion and metastasis, were found to be downregulated upon RUNX1 suppression, while 

a number of pro-apoptotic genes and some EOC tumor suppressor genes were induced. 

Taken together, our data are indicative for a strong oncogenic potential of the RUNX1 gene 

in EOC progression and suggest that RUNX1 might be a novel EOC therapeutic target. 

Further studies are needed to more completely elucidate the functional implications of 

RUNX1 and other members of the RUNX gene family in ovarian tumorigenesis. 
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3.3.2. INTRODUCTION 

Epithelial ovarian cancer (EOC) accounts for 4% of all cancers in women and is the leading 

cause of death from gynecologic malignancies
1
. Despite treatment improvements, long-

term survival rates for patients with advanced disease remain disappointing
2
. The molecular 

basis of EOC initiation and progression is still poorly understood
3
, as experimental models 

of ovarian cancer lack disease specificity
4
. To establish novel therapeutic and diagnostic 

strategies against this deadly disease, it is essential to understand its molecular pathology. 

Disruption of normal gene regulation is important for carcinogenesis resulting in loss, or 

gain of genetic function. Recently, the importance of epigenetic perturbation of gene 

regulation in cancer
5
, including EOC

6
, has begun to be more fully appreciated. The most 

studied epigenetic alteration is DNA methylation, the addition of a methyl moiety to the 

cytosine-5 position within the context of a CpG dinucleotide, mediated by DNA 

methyltransferases
5
. DNA methylation patterns are reset early in the embryogenesis and 

reestablished early during development. After that, they are thought to be relatively stable. 

In cancer, the physiological regulation of DNA methylation is disrupted leading to drastic 

changes of the distribution pattern of 5-methylcytosine. The heavy methylation found in the 

bulk of chromatin is reduced, while the normally unmethylated CpG islands located in the 

promoter and first exon of genes become hypermethylated. Promoter hypermethylation 

often leads to inactivation of different tumor-suppressing genes and is associated with 

many important pathways involved in cancer, such as DNA repair, cell cycle regulation, 

apoptosis, carcinogen metabolism, hormonal response, and cell adherence
7
. Aberrant DNA 

methylation is also involved in the development of resistance to chemotherapy (CT)
8
. The 

role of DNA hypomethylation in carcinogenesis is less studied. Recent studies have 
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demonstrated that global decrease in the level of DNA methylation is related to 

hypomethylation of repeated sequences, increase in genetic instability, as well as re-

activation of proto-oncogenes and pro-metastasis genes
9
.  

Similar to other malignancies, aberrant DNA methylation, including global 

hypomethylation of heterochromatin and local CpG island methylation, occurs in EOC and 

contributes to ovarian tumorigenesis and  mechanisms of chemoresistance
6
. Applying a 

more global array-based technology, several studies have demonstrated that DNA 

methylation changes in ovarian cancer are cumulative with disease progression and CT 

resistance
10-12

. Using a similar approach (methylated DNA immunoprecipitation coupled to 

CpG island tiling arrays) we have recently shown that DNA hypermethylation occurs in 

less invasive/early stages of ovarian tumorigenesis, while advanced disease was associated 

with DNA hypomethylation of a number of oncogenes, implicated in cancer progression, 

invasion/metastasis and probably chemoresistance
13

. This observation was further 

confirmed when comparing the DNA methylation profiles of primary cell cultures derived 

from matched tumor samples obtained prior to, and following CT treatment from two 

serous EOC patients with advanced disease. The runt-related transcription factor 1 

(RUNX1) was among the genes identified to be notably hypomethylated and overexpressed 

in the post-CT primary cultures.   

The RUNX1 gene belongs to the RUNX gene family which encodes transcription factors 

(including RUNX2 and RUNX3) that bind DNA as components of the core-binding factor 

(CBF) complex, in partnership with the CBFβ cofactor
14

. This complex activates and 

represses transcription of key regulators of growth, survival and differentiation pathways
15-

17
. RUNX1 is essential for definitive hematopoiesis, megakaryocyte maturation, T- and B-

cell lineages and neuronal development
18

. The prosurvival activity of RUNX1 is mediated 
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by transcriptional regulation of enzymes involved in sphingolipid metabolism which may 

reduce intracellular long-chain ceramides with elevation of extracellular sphingosine 1 

phosphate
19

. RUNX1 also suppresses the onset of apoptosis in response to exogenous 

tumor necrosis factor α by opposing to activation of c-Jun-NH2-kinase and p38
MAPK

, keys 

mediators of ceramides-induced death
19

.  

The importance of RUNX1 in hematopoiesis and its tumor suppressor function in leukemia 

are well established
20

, although RUNX1 gene amplifications and gain-of-RUNX1 function 

mutations have been postulated to have leukemogenic effects
21, 22

. Similarly, recent studies 

in solid tumors present contrasting roles of RUNX1 as either tumor suppressor or oncogene 

(reviewed in 
20

). The implication of RUNX1 in EOC tumorigenesis is currently unknown, 

although it was shown that in conjunction with some matrix metalloproteinases (MMP-2 

and -9), RUNX1 could contribute to the invasive stage of endometrial and ovarian 

endometrioid carcinomas
23

. 

This prompted us to further investigate if RUNX1 expression is epigenetically modulated 

(due to DNA hypomethylation) in advanced EOC and whether the RUNX1 gene is 

functionally implicated in EOC tumorigenesis, including disease progression and response 

to treatment. 
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3.3.3. RESULTS 

3.3.3.1 RUNX1 gene exhibits specific hypomethylation in serous EOC omental 

metastases, compared to primary serous EOC tumors 

Previously, we have identified the RUNX1 gene as hypomethylated and overexpressed in 

post-CT primary cell cultures, derived from two serous EOC patients, when compared to 

matched primary cultures, obtained prior to CT. RUNX1 has two promoters driving the 

expression of 3 isoforms: the distal promoter P1 and the proximal promoter P2
20

. P1 

controls the longest isoform RUNX1c. RUNX1a is the shortest and RUNX1b the most 

expressed form, and the proximal P2 promoter drives expression of both of them 

(Supplemental Figure 1). Here, we have further validated the RUNX1 methylation status in 

primary tumors and omental metastases. BSP analysis was performed targeting a 419 bp 

DNA fragment of the proximal promoter (P2) region of RUNX1 gene, stretching between 

nt -2475 to -2056 upstream of its first exon, and containing 13 putative CpG methylation 

targets (Figure 1; see also Supplemental Figure 1 for RUNX1 gene structure in relation to 

these CpG sites). As seen in Figure 1, the BSP analysis displayed a trend of 

hypomethylation of some of these targets in metastatic tissues, compared to primary EOC 

tumors, although the difference in methylation was not significant. No differences were 

observed when comparing RUNX1 methylation status between primary EOC tumors and 

normal ovarian tissue samples (data not shown). 
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3.3.3.2 Analysis of RUNX1 expression in serous EOC tumors by 

immunohistochemistry (IHC) 

We further evaluated RUNX1 protein expression by IHC in serous EOC tumors and 

ovarian normal tissue samples, using tissue microarrays (TMAs). Our TMAs included 

triplicate cores of 117 serous EOC tumors, including 13 low-malignant potential (LMP) 

tumors, 52 high-grade tumors and 52 omental metastases. Thirteen normal ovarian tissue 

samples were also included as controls. Table 1 shows the major clinical characteristics of 

these patients for whom extensive follow-up clinical data (up to 5-years) were available. 

The age ranged from 41 to 83 years (median: 64 years). High-grade tumors were mainly 

grade 3 (99%) and stage III (80%). The majority of patients (87%) received a combination 

of platinum and taxol. The median baseline CA125 was around 800 U/ml. Forty three 

percent of the patients had a progression or a recurrence within the first 6 months of follow-

up; for 35.4 % of the patients the progression-free survival (PFS) interval was in the range 

of 7 to 24 months, and 21.2% of the patients displayed PFS values higher than 25 months 

(Table 1).   

Surprisingly, RUNX1 displayed significantly higher expression not only in metastatic 

tissue, but also in LMP and high-grade primary tumors, when compared to normal tissue, as 

the expression levels were almost identical between the primary tumors and omental 

metastases (Figure 2). These findings indicate that the hypomethylation of some of the CpG 

targets might have a limited, if any, impact on its expression in advanced (metastatic) stage 

of the disease. Kaplan–Meier survival curves based on RUNX1 expression analyses in 

cohort of 52 high-grade serous ovarian adenocarcinoma patients displayed no association 

with PFS (data not shown). 
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3.3.3.3 Phenotype analysis of RUNX1 suppression in EOC cells: possible implications 

in EOC cell proliferation, cell cycle control, migration and invasion  

Next, we decided to verify if short hairpin RNA (shRNA)-mediated RUNX1 gene 

knockdown could produce any cancer-related phenotypic changes in EOC cells. We tested 

several EOC cell lines for endogenous RUNX1 expression by sqRT-PCR and Western 

analysis (data not shown). Among these, the SKOV3 cell line displayed strong RUNX1 

expression and was further used to generate stably transfected shRNA-RUNX1 clones. 

Clone selection for further analyses was based on sqRT-PCR and Western blot validation 

of the RUNX1 gene/protein expression in selected clones, compared with empty vector-

transfected clones. Among the clones analyzed, the shRNA-RUNX1 knockdown clone sh-

cl4 displayed a significant decrease of RUNX1 expression levels compared to the mock-

transfected control (see Figure 3) and was selected for further analyses. 

We investigated the impact of RUNX1 gene suppression on SKOV3 cell proliferation, cell 

cycle control, migration, invasion and sensitivity to cisplatin and paclitaxel (drugs, 

conventionally used for first-line EOC CT). The RUNX1 gene knockdown led to sharp 

decrease of the number of viable adherent cells (represented by cell index), compared to 

control cells (Figure 4A). This observation was further supported by the colony formation 

assay showing that the numbers of clones formed by cells with stably reduced RUNX1 

expression were significantly lower than that of control cells (Figure 4B). Taken together, 

our observations strongly indicate an influence of RUNX1 transcripts on EOC cell 

proliferation and further on their propensity to form colonies. Moreover, when compared 

with control clones, the shRNA-RUNX1 clone exhibited a significant accumulation of cells 

in the G1 phase, with a corresponding reduction of cells in the S and G2/M phases at 0, 3, 
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6, 9 and 24 hours after removing hydroxyurea (Figure 4C). These data indicate that 

RUNX1 depletion induces G1 arrest and thus explain the drastic reduction in the 

proliferation rates of these cells observed earlier. 

Additionally, RUNX1 suppression significantly inhibited both migration and invasion of 

SKOV3 cells. As shown in Figure 5A and 5B, the numbers of SKOV3 cells that passed 

through the filter using the sh-cl4 clone were remarkably less than that in the negative 

control (ctrl3) clone, which is indicative for a role for RUNX1 in the regulation of invasion 

and migration in EOC. 

Finally, RUNX1 suppression had no significant impact on SKOV3 cisplatin and paclitaxel 

sensitivity (data not shown). 

 

3.3.3.4 Molecular mechanisms of RUNX1 action in EOC cells 

To better understand the molecular mechanisms of RUNX1 action in EOC cells, we 

employed the Agilent Whole Human Genome microarrays, containing ~ 44,000 genes to 

identify global gene expression changes upon RUNX1 suppression in SKOV3 cells. We 

compared the gene expression of the previously selected clones shRNA- RUNX1 (sh-cl4) 

against the corresponding control clone (ctrl3). All microarray experiments were performed 

in duplicates, as two hybridizations were carried out for the RUNX1-suppressing cell clone 

against the corresponding control, using a fluorescent dye reversal (dye-swap) technique. 

For each comparison, a subset of differentially expressed genes was selected displaying at 

least 2-fold difference in both duplicate microarray experiments. Using these selection 

criteria, we found 334 genes to be upregulated and 607 genes to be downregulated in 

SKOV3 cells following RUNX1 knockdown, as the RUNX1 gene displayed 3.48-fold 
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suppression in the shRNA-RUNX1 (sh-cl4) clone, compared to the corresponding control 

(Supplemental Table 1). In order to investigate if some the differentially expressed genes 

represent RUNX1 direct target genes, we searched for human RUNX1 binding sites using 

the oPOSSUM software (http://www.cisreg.ca/cgi-bin/oPOSSUM/opossum)
24

. We found 

that almost half of both upregulated genes (140/334) and downregulated genes (282/607) 

contained at least one conserved RUNX1 binding site in their regulatory regions (see 

Supplemental Table 1 for details). Table 2 shows a list of selected functionally related 

groups of genes that were differentially expressed (≥ 2-fold) in SKOV3 cells upon RUNX1 

knockdown. As seen from Table 2, genes with previously shown implication in 

mechanisms of cell growth & proliferation, cell adhesion, regulation of transcription, 

metabolism and transport were predominantly suppressed, while RUNX1 knockdown was 

associated with the induction of apoptosis-related genes. Comparable numbers of genes, 

functionally related to cell cycle control and signal transduction, were equally up- and 

downregulated following RUNX1 suppression. Supplemental Table 1 shows the complete 

list of the differentially expressed genes (≥ 2-fold) following RUNX1 knockdown in 

SKOV3 cells. 

Pathway and network analyses, generated through the use of the IPA software confirmed 

the major functionally related gene groups, found to be differentially expressed in the 

shRNA-RUNX1 clone. As seen from Figure 6, similar pathways were both induced and 

suppressed upon RUNX1 knockdown: these included pathways functionally related to 

cellular movement, cellular growth & proliferation, cell-to-cell signaling and interaction 

and carbohydrate metabolism. Pathways implicated in cell death and survival, cell signaling 

and cellular development were upregulated (Figure 6A), while linked to cellular assembly 
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and organization, cellular function and maintenance, cell cycle, lipid metabolism, molecular 

transport and gene expression were mostly suppressed (Figure 6B). 

Common networks obtained upon merging the five top-scoring networks recognized some 

important nodes that are specifically up- or downregulated upon RUNX1 suppression in 

SKOV3 cells (Figure 7). Thus, major nodes and associated interaction partners that were 

upregulated upon RUNX1 knockdown (displayed on Figure 7A) comprised genes 

implicated in signal transduction (ADM, DCN, FGF2, SFN, TGF beta), cell adhesion 

(CD34, CXCL3), cell-to-cell signaling (GJA1), cell cycle control (CCNA1, CCNB1, 

GADD45A), gene expression (ATF3; members of the RNA polymerase II network), 

immune response (IL1 network, including IL1A) and cytoskeleton formation (KRT5, 

cytokeratin). Gene nodes that were downregulated upon RUNX1 knockdown in SKOV3 

cells are presented in Figure 7B; these were mostly involved in signal transduction (AR, 

BMP4, BMP6, BMP7, FGFR2, FGFR3, Notch, NOTCH3, WNT3A, WNT5A, members of 

the AKT network), regulation of transcription (DLX5, HOXA10, ID2, LEF1, MEIS1, 

SNAI1), cell growth and/or maintenance (collagen, SPARC), metabolism (MMP1, MMP7) 

and cell adhesion (CDH1). Interestingly, the majority of the up- and down-regulated gene 

nodes listed above (including  ADM, DCN, FGF2, TGF beta, CD34, GADD45A, ATF3, 

IL1A, BMP4, BMP6, BMP7, FGFR3, WNT5A, DLX5, ID2, LEF1, MEIS1 and SPARC) 

represent RUNX1 direct target genes (see Supplemental Table 1). 
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3.3.3.5 Validation of microarray findings with semi-quantitative RT-PCR (sqRT-

PCR).  

To validate microarray results, we arbitrarily selected 9 differentially expressed genes and 

quantified their expression by sqRT-PCR in SKOV3 cells following shRNA-RUNX1 

knockdown compared to control (vehicle transfected) SKOV3 cells. Table 3 summarizes 

the gene expression measurements of all validated genes. We found that both methods 

(microarray analysis and sqRT-PCR) detected similar patterns for the up- and down-

regulated genes selected for validation.  
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3.3.4. DISCUSSION 

As previously demonstrated, the RUNX1 protein can activate or repress target gene 

expression depending on whether it interacts with co-activator or corepressor and as a 

consequence it has displayed both oncogenic and tumor-suppressive functions in different 

cancer types
20

. Thus, RUNX1 overexpression displays context-specific effects, inducing 

growth arrest or senescence in most primary cell types, but promoting proliferation and/or 

survival in cells expressing collaborating oncogenes or mutated tumor suppressor 

pathways
25-28

. The dysfunction of RUNX1 is strongly correlated to hematological 

disorders. Indeed RUNX1, also known as AML1 (acute myeloid leukemia-1), has long 

been recognized as an important translocation breakpoint in human leukemias, with the 

TEL-AML1 t  (12;21) fusion accounting for 20% of acute lymphoblastic leukemia (ALL) 

cases, and the AML1-ETO t  (8;21) fusion accounting for 12% of AMLs
17

. RUNX1 is also 

frequently mutated in AML and myelodisplastic syndrome
25, 29, 30

, suggesting a tumor 

suppressor role of this gene in these malignancies. However, oncogenic functions for 

RUNX1 are also demonstrated, since RUNX1 amplification is associated with some cases 

of childhood acute ALL, as well as with Down's syndrome-related acute megakaryoblastic 

leukemia
31

 and RUNX1 positively modulates myeloid leukemogenesis in animal models
32

. 

Similarly, potential RUNX1 tumor suppressor role in breast, intestinal and esophagus 

cancer
33-36

; however, RUNX1 overexpression has been associated with development of 

invasive/metastatic endometrial carcinoma
37, 38

, and a recent study was indicative for the 

role of RUNX1 in driving cancer stem cell proliferation and promoting carcinogenesis in 

epithelial tissues
39

. These data warrant further studies to elucidate the role of RUNX1 in 

formation and/or progression of human cancers. 
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Our previous findings, based on analyses in primary cultures, derived from matched tumor 

samples obtained prior to, and following CT treatment from two serous EOC patients, were 

suggestive for RUNX1 overexpression in advanced (metastatic) EOC, which might be due 

to epigenetic mechanisms, associated with DNA hypomethylation of its putative promoter 

region
13

. Here, we have shown that stretch of DNA sequence, located between nt -2475 to -

2056 upstream of the first exon of RUNX1 isoforms 1a and 1b, displays rather limited and 

non-significant hypomethylation in EOC omental metastases, compared to primary serous 

EOC tumors, which has probably no impact on RUNX1 expression. Moreover, our IHC 

analyses were indicative for equally strong RUNX1 protein overexpression both in grade 3 

serous EOC tumors and metastatic tissues. However, a recent in silico study based on the 

Cancer Genome Atlas (TCGA) data and focused on the clinical relevance of epigenetic 

modifications of Notch superfamily genes in high-grade serous EOC, identified a 

significant inverse relationship between RUNX1 methylation status and its mRNA 

expression levels
40

. Moreover, patients with a lower RUNX1 methylation level and higher 

RUNX1 expression level had significantly poorer overall survival, compared to patients 

with a higher RUNX1 methylation level and lower RUNX1 expression level. Thus, we 

cannot fully exclude that epigenetic alterations of RUNX1 expression could influence its 

role in ovarian tumorigenesis. Interestingly, RUNX1 knockdown was associated with 

downregulation of members of the Notch pathway, including NOTCH3 (see below and 

Figure 7B). 

We have found a significantly higher RUNX1 expression not only in metastatic tissue, but 

also in high-grade primary tumors and even in LMP tumors, compared to normal ovarian 

tissue. Normal ovarian tissues controls consistently displayed low RUNX1 expression; 

minimal expression was also detected in other human adult tissues (data not shown). The 
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above findings persuaded us to investigate the functional implication of RUNX1 in 

mechanisms of EOC tumorigenesis. Our functional analyses are strongly indicative for 

evident oncogenic capacity of RUNX1 in serous EOC, including its potential role in EOC 

cell proliferation, cell cycle control and cell migration/invasion (see Figs. 5 and 6). Thus, 

our data confirm recent findings that RUNX1is required for tumor and cancer cell growth 

and/or invasion/metastasis, as found for skin, head and neck, prostate, colon & rectal and 

endometrioid cancers
37, 39, 41, 42

. 

To better elucidate the molecular mechanisms and biological pathways implicated in 

RUNX1-mediated action in EOC cells, we used a complementary gene expression profiling 

using the DNA microarray technology to monitor cellular changes in gene expression and 

discover the molecular targets upon RUNX1 suppression in EOC cells. To our knowledge, 

the present work represents the first effort to define global changes in gene expression upon 

modulation of RUNX1 gene expression in epithelial cancer cells. The gene expression data 

and consecutive IPA network and pathway analyses were quite confirmatory of the data 

obtained by the RUNX1 functional assays. Indeed, microarray data sustained RUNX1 

correlation with EOC cell proliferation (including cell cycle control), migration and 

invasion, since RUNX1 knockdown resulted in reduced of genes associated with cell 

proliferation, cell migration and cell invasion and cell cycle control, while inducing some 

pro-apoptotic genes (see Table 2 and Figure 6).  

IPA network analysis was indicative for some important gene nodes linked to RUNX1 

suppression in EOC cells, as most of these substantiate and/or complement the functional 

data obtained. Thus, RUNX1 knockdown resulted in upregulation of gene nodes known to 

be implicated in apoptosis induction (ATF3, CCNA1, CCNB1, GADD45A, IL1A, TGF 

beta)
43-50

, or suppressing cell cycle progression and survival (CD55, SFN)
51-54

; as well as 
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gene nodes linked to suppression of cell invasion and/or metastasis (ADM, CXCL3, DCN, 

FGF2, GJA1)
55-59

 or increasing cell adhesion (CD34)
60

 (see Figure 7A). Among these, 

CCNA1, DCN, GADD45A and SFN have been previously recognized as potential EOC 

tumor suppressor genes
61-64

, while increased expression of ADM and ATF in EOC tumors 

was associated with positive disease outcome
65

 and decreased tumor invasion
66

. The 

CCNB1 was found to be downregulated in advanced EOC
67

, and GJA1 inhibition was 

shown to promote EOC drug resistance
68

. The TGF beta gene and related pathway displays 

a dual role in EOC, both promoting and inhibiting tumorigenesis
69

. 

In parallel, upon RUNX1 knockdown, we have observed a predominant and strong 

downregulation of major gene nodes (including AR, BMP4, BMP6, BMP7, CDH1, DLX5, 

FGFR2, FGFR3, HOXA10, ID2, LEF1, MEIS1, MMP1, MMP7, members of the Notch 

pathway including NOTCH3, SNAI1, SPARC, WNT3A, WNT5A) with proven functional 

implication in EOC cellular growth and proliferation, migration, invasion, and metastasis 

(see Figure 7B). All these gene nodes are also known to be implicated in EOC 

tumorigenesis (BMP4, BMP6, BMP7, CDH1, LEF1, MEIS1, NOTCH3, WNT3A, 

WNT5A)
70-74

, including disease progression (AR, FGFR2, FGFR3, DLX5, HOXA10)
75-78

 

and EOC tumor invasion/metastasis (ID2, MPP1, MPP7, SNAI1, SPARK)
79-82

 (see Figure 

7B). Our data confirm previous findings for the possible implication of RUNX1 in 

metalloproteinase-mediated invasion and metastasis in gynecological cancers
23

. 

Additionally, RUNX1 suppression was associated with downregulation of numerous genes 

from the AKT pathway (see Figure 7B), representing one of the major oncogenic pathways 

implicated in EOC etiology
83

. Thus, our findings support the concept of oncogenic 

functionality of RUNX1 in EOC carcinogenesis. Given that all three RUNX proteins 

recognize common DNA sequence motifs, it would be important to investigate what is the 
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role of the other members of the RUNX gene family in EOC cancer formation and 

progression. Similarly to RUNX1, the RUNX2 gene was also identified as hypomethylated 

and overexpressed in post-CT EOC primary cultures compared to matched primary cultures 

derived prior to CT
13

, and its role in EOC progression is currently under investigation. 

Moreover, RUNX2 was recently associated with advanced EOC progression and poor 

disease prognosis
84

. As for the RUNX3 gene, the current literature data are rather 

contradictory, since RUNX3 has been initially recognized as EOC tumor suppressor gene 

which is downregulated in EOC tumors due to DNA hypermethylation
85

; however, novel 

findings are indicative for RUNX3 overexpression and oncogenic function in ovarian 

carcinoma
86

. 

In conclusion, we have shown that the RUNX1 transcription factor is significantly 

overexpressed in serous EOC tumors, including LMP tumors, compared to normal ovarian 

tissue. BSP validation of the RUNX1 methylation status in primary EOC tumors and 

omental metastasis was mostly indicative for limited, or no implication of epigenetics 

mechanisms (DNA hypomethylation) in RUNX1 overexpression in metastatic tissues. 

Consecutive functional analyses of RUNX1 in EOC cells pointed towards its association 

with EOC cell proliferation (including cell cycle control), migration and invasion. Gene 

expression profiling and consecutive network and pathway analyses confirmed these 

findings, as numerous genes and pathways known previously to be implicated in ovarian 

tumorigenesis, including EOC tumor invasion and metastasis, were found to be suppressed 

upon RUNX1 knockdown, while a number of pro-apoptotic genes and some EOC tumor 

suppressor genes were found to be induced. Hence, RUNX1 is possibly required for EOC 

tumor and cancer cell growth and invasion and could represent a potential EOC therapeutic 

target. Further in vitro and in vivo studies, including also the other RUNX genes, are 
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warranted to more completely elucidate the functional implications of the RUNX 

transcription factors in ovarian tumorigenesis.     
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3.3.5. PATIENTS AND METHODS 

3.3.5.1 Patients and Tissue specimens 

Snap frozen and formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues of 117 serous EOC 

tumors were obtained at the Hotel-Dieu de Quebec Hospital, Quebec, Canada. These 

included 13 borderline, or low-malignant potential (LMP) tumors, 52 high-grade 

adenocarcinomas and 52 omental metastases. None of the patients received chemotherapy 

before surgery (see Table 1 for detailed clinicopathological characteristics). All tumors 

were histologically classified according to the criteria defined by the World Health 

Organization
87

. The CT treatment was completed for all patients and the response to 

treatment was known. Disease progression was evaluated following the guidelines of the 

Gynecology Cancer Intergroup
87

. Progression free survival (PFS) was defined as the time 

from surgery to the first observation of disease progression, recurrence or death. Thirteen 

normal ovarian samples were derived from women subjected to hysterectomy with 

oophorectomy due to non-ovarian pathologies. The study was approved by the Clinical 

Research Ethics Committee of the Hotel-Dieu de Quebec Hospital and all patients signed 

an informed consent for voluntary participation.  

3.3.5.2 Cell cultures 

The EOC cell lines OVCAR3, SKOV3 and C13 were purchased from American Tissue 

Type Collection (Manassas, VA); OV-90, OV2008, TOV-112 and TOV-21 cell lines were 

a kind gift from Dr. Anne-Marie Mes-Masson (Montreal University), while A2780s and 

A2780cp cell lines were a kind gift from Dr. Benjamin Tsang (Ottawa University). The cell 
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lines were passaged in different culture media supplemented with 10% fetal bovine serum, 

as described previously
88

.  

3.3.5.3 Bisulfite sequencing PCR (BSP) analysis 

BSP analysis was performed, as previously described
89

. Briefly, genomic DNAs from 

primary and metastatic EOC tumor specimens were isolated using the Qiagen DNeasy 

Blood and Tissue Kit. Bisulfite modification of genomic DNAs was done using the Methyl 

Detector kit (Active Motif, Carlsbad, CA). For BSP, a 419-bp fragment was amplified 

using primer pairs specific for bisulfite-modified sequences but not harboring CpGs, 

located at nt -2475  (AATTTGATTTTTTTTTGGGAGA) to nt -2056 

(TCCACTTTCTAACTCTATCCCTAAA) upstream of the RUNX1 transcription start 

(ATG) codon. BSP primer selection was performed using the Methyl Primer Express 

Software v1.0 (Applied Biosystems). PCR was done for 35 cycles (94
o
C, 30 s; 60

o
C, 50 s; 

72
o
C, 1 min). PCR products were sent for dideoxy-sequencing analysis at the Genomics 

Analysis Platform at Laval University (http://www.bioinfo.ulaval.ca/seq/en/). 

3.3.5.4 Tissue microarrays (TMAs) construction and IHC 

TMAs were constructed, as previously described
90

. Briefly, one representative block of 

each ovarian tumor and normal ovarian tissue was selected for the preparation of the tissue 

arrays. Three 0.6 mm cores of tumor were taken from each tumor block and placed, 0.4 mm 

apart, on a recipient paraffin block using a commercial tissue arrayer (Beecher Instruments, 

Sun Prairie, WI). The cores were randomly placed on one of two recipient blocks to avoid 

IHC evaluation biases. Four micron thick sections were cut for the hematoxylin-eosin (HE) 

staining and IHC analyses.  

http://www.bioinfo.ulaval.ca/seq/en/
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IHC was performed, as previously described
89, 90

. Briefly, 4 µm tissue sections were 

deparaffinized and then heated in an autoclave for 12 min to retrieve the antigenicity before 

blocking with endogenous peroxidase. Following treatment with 3% H2O2 for 10 min to 

quench the endogenous peroxidise activity, sections were incubated with anti-RUNX1 

antibody (1:100 dilution) (Abnova corporation, Taipei, Taiwan) at room temperature for 2 

hours. Sections were then incubated with a biotinylated secondary antibody (Dako, 

Carpinteria, CA) and then exposed to a streptavidin complex (Dako, Carpinteria, CA). 

Complete reaction was revealed by 3-3‟ diaminobenzidine and slides were counterstained 

with hematoxylin. RUNX1 protein expression was assessed by semiquantitative scoring of 

the intensity of staining and recorded as absent (0), weak (1+), moderate (2+) or strong 

(3+). The relationship between RUNX1 expression in serous ovarian carcinomas and 

normal ovarian tissues was evaluated by the Wilcoxon two-sample test. A significant 

association was considered when p-value was below 0.05. A Kaplan Meier curve and the 

log-rank test were performed based on PFS values to test the effect of the intensity of 

RUNX1 (3, 2 versus 0, 1) on disease progression. 

3.3.5.5 Short Hairpin RNA (shRNA) – mediated RUNX1 knockdown in SKOV3 cells 

We used the pSilencer 4.1 puro vector (Ambion, Austin, TX) to construct a plasmid that 

exogenously expresses RUNX1-specific shRNA (RUNX1 target sequence: 

AAATGCTACCGCAGCCATGAA), as described
91

. SKOV3 cells were stably transfected 

with the shRNA-RUNX1 plasmid using the ExGen 500 transfection reagent (Fermentas 

Canada Inc., Burlington ON) and according to the manufacturer‟s instructions. Cells were 

consecutively grown for 2 weeks in selection medium containing 5 μg/mL puromycin 

(Wisent, Canada) to isolate stable clones. Cells were also mock-transfected with the 
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pSilencer 4.1 puro vector, and stably transfected clones were isolated as controls. Stable 

clones with inhibited RUNX1 expression were evaluated and validated by Western blot and 

semi-quantitative RT-PCR. 

3.3.5.6 Western Blot Analysis 

Western blot analysis was performed as previously described
89

. Briefly, protein lysates 

were prepared by resuspending cell pellets in Laemmli sample buffer containing 5% β-

mercaptoethanol. Protein lysates were separated by 6 to 12% Tris-glycine gel 

electrophoresis and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane using a semidry 

apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). The membrane was blocked with 5% 

nonfat dry milk in TBST (20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 M NaCl, and 0.1% Tween 20), 

incubated with the anti-RUNX1 mouse monoclonal  antibody (1:200) (Santa Cruz 

Biotechnology) and anti-β-actin antibody (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology) at 4
o
C 

overnight. After 3 X 15 min washes with TBST (20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 M NaCl, and 

0.1% Tween 20) at room temperature, the membrane was incubated with horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody and detected with ECL solution (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA). 

3.3.5.7 Cell proliferation assay using impedance measurement with the xCELLigence 

system 

Cell proliferation (cell index) was checked by the xCELLigence Real-Time Cell Analyzer 

(RTCA) instrument according to the instructions of the supplier (Roche Applied Science 

and ACEA Biosciences). The xCELLigence system consists of four main components: the 

RTCA analyzer, the RTCA DP station, the RTCA computer with integrated software and 
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disposable E-plate 16. Cells were seeded in triplicate at 2 × 10
4
 cells/well in the E-Plate 16, 

a specialized 16-well plate used with the RTCA instrument. Each of the 16 wells on the E-

Plate 16 contains an integral sensor electrode array so that cells inside each well can be 

monitored and assayed. Cell growth was monitored for 20 hours. 

3.3.5.8 Colony formation assay 

Colony formation assay was performed, as previously described
89

. Briefly, SKOV3 cells 

were seeded at 500 cells per 60 mm culture dish. After 14 days, the dishes were washed 

twice in PBS, fixed with cold methanol, stained with Coomassie Blue (Sigma-Aldrich) for 

5 min, washed with water and air dried. The number of colonies was determined by 

imaging with a Multimage™ Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA) and 

using AlphaEase Fc software. 

3.3.5.9 Cell migration and invasion assays 

Cell migration assays were performed in a modified Boyden-chamber assay using a 

Transwell 2-chamber insert (6.5 mm diameter) separated by a polycarbonate filter of 5 μm 

pores (Costar, Cambridge, MA). shRNA-RUNX1 transfected, control (vehicle-transfected) 

and intact SKOV3 cells were seeded into the upper chambers in 0.1% FBS containing 

medium at a density of 2.5 × 10
4
 per well, and 600 μl of 1% FBS containing medium was 

placed in the lower chamber as a chemoattractant. After 24 h at 37°C in 5% CO2, the cells 

were fixed with cold methanol and stained with trypan blue solution. Cells on the upper 

surface of the filter were removed with cotton buds. Migrated cells on the underside of the 

filter were photographed and counted by phase contrast microscopy, by selecting 10 

random fields per filter (at magnification× 40). The experiments were performed in 
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triplicate. Cell invasion was assayed in a similar way, as the 5-μm pore polycarbonate 

filters were coated with 40 µl of Matrigel™ at concentration of 0.5 mg/ml (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Here, 600 μl of NIH3T3 conditioned medium was added 

in the lower chamber as a chemoattractant. Differences between shRNA-RUNX1-

transfected, vehicle-transfected and intact SKOV3 cells were determined by a Student‟s t-

test, where p < 0.05 was considered significant. 

3.3.5.10 Flow cytometry 

For flow cytometer analysis, 7.5 × 10
4
 SKOV3 cells were treated with 20 mM hydroxyurea 

(Sigma) for synchronization at the G1/S boundary. After 16 hours of incubation, cells were 

washed once with PBS, and resuspended in 1 ml of complete media (time 0). Then, cells 

were harvested by trypsinization at 0, 3, 6, 9 and 24 h and washed three times with PBS, 

and fixed with ice–cold 95% ethanol overnight. Cells were washed with PBS (3 x) and 

incubated with propidium iodide (50 μg/ml) (Sigma) in the dark at room temperature for 30 

min. Flow cytometric analysis was performed on a Beckman Coulter EPICS XL-MCL 

analyzer. The cell cycle phase distribution was calculated from the resultant DNA using the 

cell QuesPro software. 

3.3.5.11 MTT (cytotoxicity) assay  

The MTT cell proliferation assay (Sigma, St-Louis, MS, USA) was used to measure the cell 

growth inhibition effects of cisplatin and paclitaxel in SKOV3 cell clones suppressing 

RUNX1, as previously described
89

.  Briefly, cell suspensions (at 2 x 10
4
 cells/ml) were 

transferred to 96-well plates in triplicates and incubated for 3 days with different drugs‟ 

concentrations (ranging between 1 nM and 100 µM). Then, 38 µl of 3-[4,5-dimethylthiazol-
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2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT, 5 mg/ml) was added to each well 4 h before 

the end of the incubation. After centrifugation and removing the supernatant, 200 µL of 

dimethyl sulphoxide (DMSO) were added to resolve the crystals and the optical density 

was measured by microplate reader at 595 nm.  

3.3.5.12 Gene expression profiling and data analysis  

Gene expression analysis was carried out as previously described
88

. Briefly, total RNA was 

extracted from the shRNA-RUNX1 knockdown clone (sh-cl4) and the corresponding 

control (mock-transfected) SKOV3 clone (ctrl3). The quality of the RNA samples was 

examined by capillary electrophoresis using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo 

Alto, CA). Fluorescently labeled cRNA targets were generated from 0.5 µg of total RNA 

from each corresponding SKOV3 cell clone, using the Fluorescent Linear Amplification 

Kit (Agilent) and 10.0mM Cyanine 3- or 5-labeled CTP (PerkinElmer, Boston, MA), and 

following user‟s manual. Cyanine labeled cRNA from the clone suppressing RUNX1 (sh-

cl4) was mixed with the same amount of reverse-color cyanine-labeled cRNA from the 

corresponding control (ctrl3) clone and hybridized on the Agilent Whole Human Genome 

microarrays, containing 44,000 genes. Array hybridization, washing, scanning, data 

extraction and analyses were performed as previously described
88

. Network analysis of the 

microarray data was completed using the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software (see 

http://www.Ingenuity.com). 

  

http://www.ingenuity.com/
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3.3.5.13 Semi-quantitative duplex RT-PCR (sqRT-PCR) 

Analysis of RUNX1 gene expression in stably transfected RUNX1 knockdown clones 

(shRNA-RUNX1) and the corresponding mock-transfected SKOV3 clones was performed 

by sqRT-PCR as previously described
88

. The 18S ribosomal RNA gene was used as an 

internal standard. Comparative signal intensity was evaluated using the ImageJ software 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Primers were designed for these loci with the sequences freely 

available from the Entrez Nucleotide database and the Primer3 algorithm for primer design 

(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi). 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
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3.3.8. FIGURE LEGENDS 

Figure 3.1 BSP analysis of the methylation status of RUNX1 in grade 3 primary serous 

EOC tumors compared to omental metastases. Filled circles represent methylated CpGs and 

open circles represent unmethylated CpGs. CpG plot of the analyzed region is also 

presented (CpGs are displayed with vertical marks). The indicated positions on the CpG 

plot represent the number of nucleotides stretching upstream of the first exon of the 

RUNX1 gene.  

Figure 3.2 Analysis of RUNX1 expression in serous EOC tumors by IHC. A. 

Representative IHC images of RUNX1 protein expression in normal ovarian tissues, LMP 

tumors, high-grade tumors and omental metastases. B. Box-plot presentation of RUNX1 

protein expression levels in normal ovarian tissues, LMP tumors, high-grade tumors and 

omental metastases. 

Figure 3.3 Analysis of RUNX1 expression in SKOV3 cells. A. Semi-quantitative duplex 

RT-PCR analysis of RUNX1 mRNA expression levels in the shRNA-RUNX1 clone sh-cl4, 

compared to the mock-transfected clone ctrl3. The 18S ribosomal RNA gene was used as 

internal standard. B. Western-blot analysis of RUNX1 protein expression in the shRNA-

RUNX1 clone sh-cl4, compared to the mock-transfected clone ctrl3.  β-actin was used as a 

loading control. 

Figure 3.4 ShRNA-mediated knockdown of the RUNX1 expression in SKOV3 cells: A, 

effect on cell proliferation; C, effect on cell cycle control. B. Representative images of 

colony forming assays following RUNX1 knockdown.  
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Figure 3.5 Effect of RUNX1 knockdown on SKOV3 cell migration and invasion. A. 

Migration was assessed using Boyden-chamber assay. Cells from the shRNA-RUNX clone 

(sh-cl4) and the control clone (ctrl3) were seeded into the upper chambers in 0.1% FBS 

containing medium at a density of 2.5 × 10
4
 per well, and 600 μl of 1% FBS containing 

medium was placed in the lower chamber as a chemoattractant. After 24 h at 37°C in 5% 

CO2, the cells were fixed with cold methanol and stained with blue trypan solution. 

Migrated cells on the underside of the filter were photographed and counted by phase 

contrast microscopy. B. Cell invasion was assayed in a similar way, as the upper chambers 

were coated with Matrigel. Here, NIH3T3 conditioned medium was added in the lower 

chamber as a chemoattractant (see Materials and Methods for details). All experiments 

were performed in triplicate. For each experiment, cell number was calculated as the total 

count from 10 random fields per filter (at magnification ×40). Differences between shRNA-

RUNX1-transfected and vehicle-transfected SKOV3 cells were determined by a Student‟s 

t-test, where p < 0.05 was considered significant.  

Figure 3.6 Functional analysis for a dataset of differentially expressed genes (≥ 2-fold) 

following RUNX1 suppression in SKOV3 cells. A. Functional analysis of upregulated 

genes; B. Functional analysis of downregulated genes. Top functions that meet a p-value 

cutoff of 0.05 are displayed. 

Figure 3.7 Network analysis of dynamic gene expression in SKOV3 cells based on the 2-

fold common gene expression list obtained following shRNA-mediated RUNX1 

knockdown. A. Upregulated networks;   B. Downregulated networks. The five top-scoring 

networks for each cell line were merged and are displayed graphically as nodes (genes/gene 

products) and edges (the biological relationships between the nodes). Intensity of the node 

color indicates the degree of up- (red) or downregulation (green). Nodes are displayed 
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using various shapes that represent the functional class of the gene product (square, 

cytokine, vertical oval, transmembrane receptor, rectangle, nuclear receptor, diamond, 

enzyme, rhomboid, transporter, hexagon, translation factor, horizontal oval, transcription 

factor, circle, other). Edges are displayed with various labels that describe the nature of 

relationship between the nodes: 
____ 

binding only, → acts on. The length of an edge reflects 

the evidence supporting that node-to-node relationship, in that edges supported by article 

from literature are shorter. Dotted edges represent indirect interaction.  
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Figure 3.1 BSP analysis of the methylation status of RUNX1 in grade 3 primary serous 

EOC tumors compared to omental metastases. 
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Figure 3.2 Analysis of RUNX1 expression in serous EOC tumors by IHC.  
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Figure 3.3 Analysis of RUNX1 expression in SKOV3 cells. 
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Figure 3.4 ShRNA-mediated knockdown of the RUNX1 expression in SKOV3 cells. 
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Figure 3.5 Effect of RUNX1 knockdown on SKOV3 cell migration and invasion. 
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Figure 3.6 Functional analysis for a dataset of differentially expressed genes (≥ 2-fold) 

following RUNX1 suppression in SKOV3 cells.  
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Figure 3.7 Network analysis of dynamic gene expression in SKOV3 cells based on the 2-

fold common gene expression list obtained following shRNA-mediated RUNX1 

knockdown.
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3.3.9. TABLES 

Tableau 3.1 Patients‟ characteristics. 

 

Variable Range n/total % 

Age (years) < 50 18/130 14.0 

 50-60 66/130 50.9 

 > 70 46/130 35.1 

Median age 64   

Tissue/tumor type Normal 13/130 10.0 

 LMP 13/130 10.0 

 High-grade 52/130 40.0 

  OM 52/130 40.0 

Stage III (A, B and C) 69/130 53.0 

  IV 30/130 23.0 

PFS (months)* 0-6  43/99 43.4 

 7-24 35/99 35.4 

  > 25 21/99 21.2 

 

*Extended follow-up, including PFS values, were available for 99 patients.  

 

 

 

 

 

. 



165 

 

Tableau 3.2 Selected differentially expressed gene groups in SKOV3 cells upon RUNX1 

knock-down. 

 

  

A. Upregulated genes 

apoptosis AMID, APG12L, EMP1, FAS, GADD45A, GULP1, HTATIP2, IER3, 

IL18, IL1A, INHBA, ITGB2, TC3, TLR2, TNFAIP3, TNFRSF21 

cell cycle CCNB1, CDCA1, CKS2, FGF5, IL1B, IL8, SFN, TGFB2  

cell adhesion ASAM, CD34, CD44, CDH18, CLDN1, CLDN3, FBLN2, ICAM2, 

LAMC2, NELL2, PKP2A, PODXL, TGFBI 

cell growth & 

proliferation 

ABLIM3, ADAMTS1, ANLN, AREG, C14orf151, CCNA1, CXCL1, 

EFEMP1, EGFL3, EPLIN, KLF4, KRT19, KRT7, KRTHA3A, LUM, 

NUDT6, TUBA1, TUBA2,. TUBGCP3, TUFT1  

regulation of 

transcription  

AML1a, ATF3, BACH1, C10orf48, C21orf7, E2F7, ESRRA, FLI1, 

FLJ20449, FLJ37649 , FOSL1, FOXQ1, GATA5, GATA6, HPF1, 

IER5, IFI16, IRF2, KLF8, MYEF2, NFKB1, NFKBIE, NT5C, OVOL2, 

POLR1D, SCML1, SP5, TIGD2, VGL-3, ZNF311, ZNF582 

signal transduction ADRB2, ADORA2B, ANGPT2, ADM, DUSP10, RHDE, INPP1, 

RAB39B, RALA, OXTR, NMU, APBB1IP, PPP1R1B, APBB1IP, 

INPP4B, PDE1C, PDE10A, LGR7, GPRC5A, GPRC5B, GPR74, 

GPR110, STC2, WNT10A, DEPDC1, SH2D4A, ARF7, RAB32, ARL4, 

RHOJ, RAB34, RHOD, DLGAP1, DKK1, MDK, BIRC3, CD97, EDN1, 

FGF2, OPHN1, WISP2, PSG2, CEACAM7, EFCAB1, HRASLS, 

HRASLS2, RHOBTB3, S100A3, S100A4 

metabolism HERC4, BC015514, BC047030, CA2, LDLR, ALDH1A3, RBMS3, 

AGPAT4, ME3, PAPSS2, AADAC, CA12, CDA, CPM, GLUL, MEST, 

CD73, PLAG1, PTPRB, UAP1, UGCG, DDO, UCHL1, GDA, 

GALNT3, VNN1, DHRS3, GCHFR, H1F0, BCAT1, TFPI, EBP, 

ZNF185, GLUD2, DIO2, (NMNAT2, ATP11A, TMLHE, FLJ11088, 

NANS, SERPINB1, LOXL4, PPP1R14A, GALM, OSBPL3, RAD52B, 

PTE2B, ABHD7, NMNAT3, LOC201164, UPP1, NAV2, CMAH 

transport AP3S1, ATOX1, CFTR, CNGA1, COL17A1, COL4A4, CTHRC1, 

CYB5R4, CYP24A1, CYP4V2, FLJ22028, FOLR3, GJA1, IL4I1, 

KCTD4, LOC203427, LTF, NNT, RBP7, SLC22A3, SLC2A6, 

SLC39A8, SYTL3, Sytl4, TICAM2, TMED7, TRPC6, TRPM2, 

UNC13D 
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B. Downregulated genes 

cell cycle APC2, BCL2, KIAA1036, LZTS1, MATK, MTSS1, SEPT4, SEPT6 

cell adhesion  AB208934, ADAM23, AK021957, BAI1, BBS2, CDH1, CDH16, 

CDH22, CDH6, CLDN23, COL12A1, COL5A1, COL6A2, COL8A1, 

DLL1, FBLN5, FEZ1, FLRT3, FN1, GP1BB, GPR56, HMCN1, 

ITGB3, JAM2, KITLG, LAMC3, MBP, NID2, NLGN4X, NLGN4Y, 

PCDHA1, PCDHB11, PCDHB16, PCDHB2, PCDHB5, PCDHB6, 

PCDHB8, PCDHB9, RET, ROBO1, S70348, SCARF2, TLN2, TRO 

cell growth & 

proliferation 

AKR1C3, AL390129, APEG1, AR, BAI1, BST2, CD40, ChGn, CHRD, 

CNN1, CREG1, CSPG2, CYR61, , DMD, EPB41L1, FGFR2, FGFR3, 

FNDC1, FNDC5, GRN, IGFBP2, KIF12, KITLG, LCE1B, LTBP1, 

LTBP3, LTBP4, MYO10, NDRG2, NDRG4, NRP1, ODF1, P8, 

PDGFD, RUNX3, SPTBN5, SSTR2, TNFRSF11B, TRIB1, TSPAN1, 

TUBB3, ZFP36L2  

regulation of 

transcription  

BAPX1, BRACE3032537, CSEN, CUTL2, DLX5, DTX1, EBF3, EGR1, 

EIF4EBP2, EMX2, EOMES, FLJ13298, GCL, GLI1, GSC, HEXIM1, 

HEXIM2, HEY2, HLF, HOXA9, HOXC8, HSPB1, ID2, ID4, IRX3, 

IVNS1ABP, KIAA0518, LEF1, LHX6, LMO2, LOC392152, MAFB, 

MEIS1, NANOS1, NFATC1, NKX6-2, NPAS2, NR2F1, NR2F2, 

NR4A1, NUDT21, ONECUT2, OVOL1, RARB, RNASE4, RUNX1, 

SALF, SALL1, SALL2, SHOX2, SNAI1, TBL1XR1, TFCP2L1, THRA, 

TLE2, TLX2, TSC22D1, ZFHX2, ZFHX4, ZIM3, ZNF114, ZNF219, 

ZNF452, ZNF537, ZNF556, ZNF6    

signal transduction ANXA4, ANXA6, ARF4L, ATRNL1, AXIN2, BAI2, BMP4, BMP6, 

BMP7, CXXC4, D4S234E, DIRAS1, DKFZp761O1810, EYA2, 

GFRA1, GHR, GNG3, GNG4, GPM6B, GPR124, GRB14, GRCA, 

ITPKA, INHBB, KCNH2, KREMEN2, LPHN3, MC1R, M1, MPP1, 

MPP3, MMP7, MMP11, NUDT11, PDE3B, PDE7A, PDE8B, PIK3R3, 

RAB15, RASGEF1A, RASGRP3, RASIP1, RASSF2, RASSF5, RGS9, 

RHOBTB1, RRP22, RTN4R, SEMA4G, SFRP1, SH3MD1, SNTB1, 

SPARC, STMN3, TNNI3, VAV3, WNT3A, WNT5A, WNT6, ZD52F10   

metabolism ABLIM2, ACSL5, ADPN, ADSSL1, AK5, AKR1B1, AKR1B10, 

AKR1C1, ALDH2, ANK3, APOC1, ARG2, ASRGL1, AUH, C6orf68, 

CFTR/MRP, CHST6, CILP, CTONG3005648, DHDH, DHRS6, 

DNM3, DPYSL2, DPYSL4, DSCR1L1, EEF1A2, ENPP5, FMNL1, 

GAA, GALNAC4S-6ST, GALNT14, GAMT, GLS, GLT8D2, GPT2, 

GSTT2, GUCY1A2, GUCY1B3, H2AFY2, H3F3A, HGD, HMOX1, 

IMAGE:3952485, KHK, KIAA1727, LARGE, LOC389129, MAN1A1, 

MAN1C1, MARLIN1, MMP1, MMP15, MMP19, MMP7, MOXD1, 

NEIL1, NP, NT2NE2000392, OGDHL, PAMCI, PFKM, PGM2L1, 

PHGDH, PKM2, PPAP2B, PPP1R1A, PROS1, PTGS1, QPRT, 

RKHD3, SLC27A2, SMARCD3, SOD3, SRrp35, ST3GAL5, TDO2, 

TEKT1, TM7SF2, TMEM54, TMSL8, UGT1A6, UGT1A8  

transport ABC1, ABCC5, ACCN2, AMBP, AMPH, APOE, Apo-E, ARL7, 

ATP10A, ATP1B2, ATP1B4, ATP8B2, CACNA1G, CACNB4, 
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CHRNA3, COL23A1, COLEC12, COX4I1, CYB5, CYP26A1, 

DKFZp761K0912, DNM1, ELMOD1, EMID1, FDXR, FLJ10847, 

FLJ31196, FXYD2, GFOD1, GJB2, HEMBA1007301, IBRDC2, ICA1, 

ITPR1, KCNC1, KCNE3, KCNJ16, KCNJ4, KCNJ8, KCNMA1, 

KCNQ1, KCNS3, KCTD12, LCN2, LRP4, MRAS, NBEA, NOX4, 

NUP93, PDIA2, PLACE1008629, RAB3B, RAB6B, RBP4, RIMS2, 

RIMS3, SCAMP5, SLC6A6, SLC10A4, SLC12A5, SLC26A10, 

SLC2A11, SLC40A1, SNIP, SYT17, SYTL1, SYTL2, TRPM4 
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Tableau 3.3 Semi-quantitative RT-PCR validation of microarray data. 

Gene Common name Fold expression 

  Microarray data sqRT-PCR 

CCNB1 cyclin B1 2.18 1.72 

IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2 -16.1 -2.41 

SNAI1 snail homolog 1 (Drosophila) -2.77 -2.31 

MMP1 matrix metalloproteinase 1 -13.19 -6.06 

MMP7 matrix metalloproteinase 7 -44.84 -4.35 

EIF4EBP2 

eukaryotic translation initiation factor 4E binding 

protein 2 -4.31 -2.65 

MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1 -2.26 -1.38 

NOTCH3 notch 3 -2.13 -1.69 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 -4.19 -1.89 
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4. Inhibition of RUNX2 transcriptional activity blocks the 

proliferation, migration and invasion of epithelial ovarian 

carcinoma cells 

 
 

(Article publié dans Plos One, Octobre 2013, volume 8, numéro 10) (PMID: 24124450) 

  



 

 170 

4.1 Mise en contexte et objectifs de l’article et contributions des auteurs 

Le cancer de l‟ovaire est considéré comme le cancer gynécologique le plus mortel. La 

majorité des patientes sont diagnostiquées avec la forme métastatique et présentent une 

survie à 5 ans estimée à moins de 40%. Le traitement repose sur la chirurgie suivi  d‟une 

chimiothérapie avec une combinaison des drogues de la famille des platines et des taxanes. 

Malgré un taux de réponse initiale élevé au traitement, il y a un risque important de récidive 

et de résistance à la thérapie. Ainsi, l‟identification de nouvelles cibles thérapeutiques et 

une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la propagation du cancer 

ovarien s‟avèrent nécessaires et urgents. Il est bien établi que la forme invasive et 

métastatique du CEO représente encore les principales causes de l'échec du traitement du 

cancer. De ce faite, le ciblage des voies impliquées dans la métastase pourrait présenter une 

avenue thérapeutique intéressante. En utilisant la technique de l‟immunoprécipitation de 

l‟ADN méthylé suivi du séquençage (comme décrit dans le chapitre 1), nous avons 

démontré que les cellules primaires post-chimiothérapiques comparativement aux cellules 

primaires pré-chimiothérapeutiques possédaient une signature moléculaire caractérisée par 

un profil d‟hypométhylation prédominant de gènes associés à la prolifération, la survie et 

l‟invasion. Parmi les gènes hypométhylés et surexprimés dans les cellules 

chimiorésistantes, nous avons identifié  RUNX1 dont le rôle fonctionnel a été caractérisé 

dans le chapitre 3. De la même manière, RUNX2 a été identifié comme l‟un des gènes 

hypométhylés dans les cellules primaires post-chimiothérapeutiques. En plus de son rôle 

dans le développement des ostéoblastes, le rôle métastatique de RUNX2 a été décrit dans 

plusieurs types de cancers. Récemment, l‟expression de RUNX2 dans le CEO a été associée 

à la progression et au mauvais pronostic. Par conséquent, il est important d‟investiguer si 
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l‟expression de RUNX2 est régulée de façon épigénétique par hypométhylation ainsi que 

son implication fonctionnelle  dans la progression tumorale du CEO et la réponse au 

traitement. 

Pour cet article, onze auteurs ont été mis à contribution. Magdalena Bachvarova, assistante 

de recherche de notre laboratoire était impliquée dans la collecte et l‟archivage des tissus 

ovariens dans la banque de tumeurs. En plus, elle a réalisé l‟hybridation sur les micropuces 

pour l‟expression génique. Marie Plante, Jean Gregoire et Marie-Claude Renaud ont été 

impliqués dans le recrutement des différentes patientes des cohortes. La lecture et 

l‟évaluation des micropuces d‟immunohistochimie a été réalisée par Chantal Morin. 

Stéphane Gobeil nous a fourni les ShRNA pour sous-exprimer RUNX2. Xuan Bich Trinh a 

réalisé le design des micropuces à tissus ainsi que les tests statistiques de signification des 

niveaux d‟expression de RUNX2 associé aux taux de survie. Dimcho Bachvarov est le 

principal investigateur de cette étude. Il a été fortement impliqué dans le design et la 

rédaction de l‟article. J‟ai contribué de façon égale avec Zhi-Qiang Wang (étudiant au 

doctorat) pour la réalisation de cet article. J‟ai validé le statut de méthylation de RUNX1 par 

BSP et réalisé la construction des micropuces à tissus, les tests d‟immunohistochimie, les 

essais de formation de colonies et de cycle cellulaire. Zhi-Qiang Wang a établit les clones 

stables sous-exprimant RUNX2 et a effectué les essais de prolifération, d‟invasion et de 

migration, de résistance aux drogues ainsi que la validation de certains gènes par RT-PCR 

semi-quantitative. Finalement, j‟ai assisté Dr Bachvarov dans la conception et la rédaction 

de l‟article. 
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4.2. Résumé en français 

Auparavant, nous avons identifié le gène RUNX2 comme hypométhylé et surexprimé dans 

les cultures primaires de cellules post-chimiothérapeutiques (CT) provenant de patientes 

atteintes du CEO, par rapport aux cultures pré-CT correspondantes. Les cellules post-CT 

présentaient la forme métastasique, réfractaires au traitement. Cependant, nous n‟avons 

trouvé aucune différence dans la méthylation de RUNX2 entre les tumeurs primaires du 

CEO et les tissus de l‟épiploon présentant la forme métastatique de la tumeur. Cela suggère 

que la méthylation de l‟ADN n‟aurait aucune incidence sur l'expression RUNX2 au stade 

avancé (métastatique) de la maladie. De plus, l‟expression de RUNX2 est significativement 

plus élevée non seulement dans le tissu métastatique, mais aussi dans les tumeurs primaires 

de haut grade et les tumeurs à faible potentiel de maligninité. La suppression de 

l'expression RUNX2 dans cellules du CEO entraine une forte diminution de la prolifération 

cellulaire et inhibe de façon significative la migration et l‟invasion cellulaire. Ces différents 

phénotypes cellulaires ont été confirmés par l‟analyse du profil d'expression génique 

globale. L‟analyse du réseau des voies de signalisation par le logiciel IPA a confirmé que 

différents gènes et voies connus précédemment impliqués dans la tumorogénèse ovarienne, 

y compris l'invasion tumorale et la métastase, se sont révélés diminués lors de la 

suppression de RUNX2. Ainsi un certain nombre de gènes pro-apoptotiques et certains 

suppresseurs de tumeur du CEO ont été induits. 

De façon globale, nos résultats ont montré un rôle oncogénique potentiel du gène RUNX2 

dans la progression du CEO et suggèrent que RUNX2 pourrait être une nouvelle cible 

thérapeutique du CEO. D'autres études sont nécessaires pour élucider plus complètement 
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les implications fonctionnelles de RUNX2 et d'autres membres de la famille des gènes 

RUNX dans la tumorogénèse ovarienne. 
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4.3.1. ABSTRACT 

Previously, we have identified the RUNX2 gene as hypomethylated and overexpressed in 

post-chemotherapy (CT) primary cultures derived from epithelial ovarian cancer (EOC) 

patients, when compared to primary cultures derived from matched primary (prior to CT) 

tumors. However, we found no differences in the RUNX2 methylation in primary EOC 

tumors and EOC omental metastases, suggesting that DNA methylation-based epigenetic 

mechanisms have no impact on RUNX2 expression in advanced (metastatic) stage of the 

disease. Moreover, RUNX2 displayed significantly higher expression not only in metastatic 

tissue, but also in high-grade primary tumors and even in low malignant potential tumors. 

Knockdown of the RUNX2 expression in EOC cells led to sharp decrease of cell 

proliferation and significantly inhibited EOC cell migration and invasion. Gene expression 

profiling and consecutive network and pathway analyses confirmed these findings, as 

various genes and pathways known previously to be implicated in ovarian tumorigenesis, 

including EOC tumor invasion and metastasis, were found to be downregulated upon 

RUNX2 suppression, while a number of pro-apoptotic genes and some EOC tumor 

suppressor genes were induced. 

Taken together, our data are indicative for a strong oncogenic potential of the RUNX2 gene 

in EOC progression and suggest that RUNX2 might be a novel EOC therapeutic target. 

Further studies are needed to more completely elucidate the functional implications of 

RUNX2 and other members of the RUNX gene family in ovarian tumorigenesis. 
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4.3.2. INTRODUCTION 

Epithelial ovarian cancer (EOC) is a disease that is responsible for more cancer deaths 

among women in the Western world than all other gynecologic malignancies [1]. EOC 

lethality primarily stems from the inability to detect the disease at an early, organ-confined 

stage, and the lack of effective therapies for advanced-stage disease [2]. Indeed, despite 

treatment improvements [3], the majority of women continue to present at advanced stages 

with a 5-year survival rate of only 40%. The currently established therapy of ovarian cancer 

includes radical surgical tumor debulking and subsequent platinum plus paclitaxel–based 

chemotherapy (CT). However, a significant risk of recurrence and resistance to therapy 

remains and when this occurs, ovarian cancer is currently incurable [4]. So there is a need 

for new therapeutic targets and a better understanding of the mechanisms involved in the 

spread of ovarian carcinoma.  

It is well established that cancer invasion and metastasis still represent the major causes of 

the failure of cancer treatment. Approximately 70% of patients with advanced-stage EOC 

have widespread intraperitoneal metastases, including the formation of malignant serous 

effusions within the peritoneal cavity [1]. Pleural effusions constitute the most frequent site 

of distant metastasis (FIGO stage IV disease). Unlike the majority of solid tumors, 

particularly at the primary site, cancer cells in effusions are not amenable to surgical 

removal, and failure in their eradication is one of the main causes of treatment failure. 

Thus, management of the metastatic disease becomes a crucial problem for the treatment of 

EOC. One possible way to resolve this problem is to target metastasis-specific pathways 

with novel therapies. Hence, focused identification of novel pro-metastatic target pathways 

and molecules could enhance the chances of discovering new and effective therapies. 
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Recently, the importance of epigenetic perturbation of gene regulation in cancer [5], 

including EOC [6], has begun to be more fully appreciated. The most studied epigenetic 

alteration is DNA methylation, the addition of a methyl moiety to the cytosine-5 position 

within the context of a CpG dinucleotide, mediated by DNA methyltransferases[5]. In 

cancer, promoter hypermethylation often leads to inactivation of different tumor-

suppressing genes and is associated with many important pathways involved in cancer 

progression  [7] and the development of resistance to chemotherapy (CT) [8]. The role of 

DNA hypomethylation in carcinogenesis is less studied. Similar to other malignancies, 

aberrant DNA methylation, including global hypomethylation of heterochromatin and local 

CpG island methylation, occurs in EOC and contributes to ovarian tumorigenesis and  

mechanisms of chemoresistance [6].  

Using an epigenomic approach (methylated DNA immunoprecipitation coupled to CpG 

island tiling arrays) we have recently shown that DNA hypermethylation occurs in less 

invasive/early stages of ovarian tumorigenesis, while advanced disease was associated with 

DNA hypomethylation of a number of oncogenes, implicated in cancer progression, 

invasion/metastasis and probably chemoresistance [9]. In this study we have also shown, 

that the RUNX1 and RUNX2 transcription factors were hypomethylated and overexpressed 

in primary cell cultures (PCCs) derived from post-CT tumors of two serous EOC patients, 

when compared to PCCs derived from matched primary (pre-CT) tumors [9].  

The RUNX gene family comprises the RUNX1, RUNX2 and RUNX3 transcription factors, 

each of which is capable of forming heterodimers with the common CBFβ cofactor (a non-

DNA-binding partner), as components of the core-binding factor (CBF) complex [10]. 

These transcription factors can activate or repress transcription of key regulators of growth, 

survival and differentiation pathways [11]. Although the RUNX family members share 
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considerable amino acid identity and display some overlapping functions, they nevertheless 

appear to have distinct biological functions during development, with each of the three 

corresponding RUNX knockout mice displaying highly distinct phenotypic abnormalities. 

RUNX1 is essential for definitive hematopoiesis, megakaryocyte maturation, T- and B-cell 

lineages and neuronal development [12, 13]. RUNX2 is essential for osteogenesis [14]. 

RUNX3 has essential roles in neurogenesis [15], TGF-β signaling and dendritic cell 

maturation [16]. RUNX factors are increasingly linked to various human cancers, as they 

could function both as tumor suppressor genes (TSGs) and dominant oncogenes in a 

context-dependent manner (reviewed in [17]). RUNX3 is generally considered as a TSG in 

human neoplasia as a multitude of epithelial cancers exhibit inactivation of RUNX3 [18], 

including ovarian carcinoma [19], although oncogenic function of RUNX3 in EOC was 

also suggested [20]. The importance of RUNX1 in hematopoiesis and its TSG function in 

leukemia are well established [21], although RUNX1 gene amplifications and gain-of-

RUNX1 function mutations have been postulated to have leukemogenic effects [22, 23]. 

Similarly, recent studies in solid tumors present contrasting roles of RUNX1 as either TSG 

or oncogene (reviewed in [21]). The implication of RUNX1 in EOC tumorigenesis is 

currently unknown, although it was shown that in conjunction with some matrix 

metalloproteinases (MMP-2 and -9) RUNX1 could contribute to the invasive stage of 

endometrial and ovarian endometrioid carcinomas [24]. We have recently shown that 

RUNX1 is significantly overexpressed in serous EOC tumors, although DNA 

hypomethylation was not significantly associated with its induction in advanced 

(metastatic) stage of the disease [25]. Moreover, RUNX1 expression was associated with 

increased EOC cell proliferation, migration and invasion, suggesting for a strong oncogenic 

potential of the RUNX1 gene in EOC progression [25]. 
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Similar to RUNX1, the strongest evidence for a pro-oncogenic function for RUNX2 comes 

from studies in lymphoma/leukemia models [26]; however RUNX2 was also shown to play 

a role in invasive bone [27], breast [28], prostate [29], thyroid [30] and pancreatic cancer 

[31]. Lately, RUNX2 expression was also associated with EOC tumor progression and poor 

prognosis [32].  This prompted us to investigate if RUNX2 is indused due to 

hypomethylation in advanced EOC and whether the RUNX2 gene is functionally 

implicated in EOC tumorigenesis, including disease progression and response to treatment. 

Here we show that, similar to RUNX1, the RUNX2 gene is functionally involved in EOC 

cell proliferation, migration and invasion. However, we also demonstrate that RUNX1 and 

RUNX2 employ distinct molecular mechanisms in EOC dissemination that are specific for 

each gene. 
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4.3.3. RESULTS 

4.3.3.1 Analysis of RUNX2 protein expression and DNA methylation status in serous 

EOC tumors 

Previously, we have identified the RUNX2 gene as hypomethylated and overexpressed in 

post-CT PCCs, derived from two serous EOC patients, when compared to matched PCCs, 

obtained prior to CT [9]. Here, we further evaluated RUNX2 protein expression by 

immunohistochemistry (IHC) in serous EOC tumors and ovarian normal tissue samples, 

using tissue microarrays (TMAs). Our TMAs included triplicate cores of 117 serous EOC 

tumors, including 13 low-malignant potential (LMP) tumors, 52 high-grade tumors and 52 

omental metastases. Thirteen normal ovarian tissue samples were also included as controls. 

Table 1 shows the major clinical characteristics of these patients for whom extensive 

follow-up clinical data (up to 5-years) were available. The patient‟s age ranged from 41 to 

83 years (median: 64 years). High-grade tumors were mainly grade 3 (99%) and stage III 

(80%). The majority of patients (87%) received a combination of platinum and taxol. The 

median baseline CA125 was around 800 U/ml. Forty three percent of the patients had a 

progression or a recurrence within the first 6 months of follow-up; for 35.4% of the patients 

the progression-free survival (PFS) interval was in the range of 7 to 24 months, and 21.2% 

of the patients displayed PFS values higher than 25 months (Table 1).   

Surprisingly, RUNX2 displayed significantly higher expression not only in metastatic 

tissue, but also in LMP and high-grade primary tumors, when compared to normal tissue 

(Figure 1). Kaplan–Meier survival curves based on RUNX2 expression analyses in cohort 

of 52 high-grade serous ovarian adenocarcinoma patients displayed no association with 

PFS (data not shown).  
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We also validated the RUNX2 methylation status in primary tumors and omental 

metastases. BSP analysis was performed targeting a 285 bp DNA fragment of the proximal 

promoter (P2) region of RUNX2 gene, stretching between nt -2816 to -2531 upstream of 

the ATG (start) codon of RUNX2 isoform 3, and containing 12 putative CpG methylation 

targets (Figure 2; see also Supplemental Figure 1 for RUNX2 gene structure in relation to 

these CpG sites). As seen in Figure 2, the BSP analysis displayed no specific RUNX2 

hypomethylation in metastatic tissues, compared to primary EOC tumors. These findings 

indicate that the DNA hypomethylation has no impact on RUNX2 expression in advanced 

(metastatic) stage of the disease. No differences were also observed when comparing 

RUNX2 methylation status between primary EOC tumors and normal ovarian tissue 

samples (data not shown). 

4.3.3.2 Phenotype analysis of RUNX2 suppression in EOC cells: possible implications 

in EOC cell proliferation, migration and invasion 

Next, we verified whether shRNA-mediated RUNX2 gene knockdown could produce any 

cancer-related phenotypic changes in EOC cells. We tested several EOC cell lines for 

endogenous RUNX2 expression by semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR) and Western 

analysis (data not shown). Among these, the SKOV3 cell line displayed strong RUNX2 

expression and was further used to generate stably transfected RUNX2 knockdown clones 

using the short hairpin RNA (shRNA) approach. Clone selection for further analyses was 

based on sqRT-PCR and Western blot validation of the RUNX2 gene/protein expression in 

selected clones, compared with empty vector-transfected clones. Among the clones 

analyzed, the shRNA-RUNX2 knockdown clones 3 (cl3) and 6 (cl6) displayed significant 
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decrease of RUNX2 mRNA and protein expression levels compared to the mock-

transfected control (see Figure 3) and were selected for further analyses. 

We investigated the impact of RUNX2 gene suppression on SKOV3 cell proliferation, cell 

cycle control, migration, invasion and sensitivity to cisplatin and paclitaxel (drugs, 

conventionally used for first-line EOC CT). The RUNX2 gene knockdown led to sharp 

decrease of the number of viable adherent cells (represented by cell index), compared to 

control cells (Figure 4A). This observation was further supported by the colony formation 

assay showing that the numbers of clones formed by cells with stably reduced RUNX2 

expression were significantly lower than that of control cells (Figure 4B). Taken together, 

our observations strongly indicate an influence of RUNX2 transcripts on EOC cell 

proliferation and further on their propensity to form colonies. Moreover, RUNX2 

suppression significantly inhibited both migration and invasion of SKOV3 cells. As shown 

in Figure 5A and 5B, the numbers of SKOV3 cells that passed through the filter using 

shRNA clones 3 and 6 were remarkably less than that in the control clone, which is 

indicative for a role for RUNX2 in the regulation of invasion and migration in EOC. 

Finally, RUNX2 suppression had no significant impact on SKOV3 cell cycle control and 

cisplatin and paclitaxel sensitivity (data not shown). 

4.3.3.3 Molecular mechanisms of RUNX2 action in EOC cells 

 

To better understand the molecular mechanisms of RUNX2 action in EOC cells, we 

employed the Agilent Whole Human Genome microarrays, containing ~ 44,000 genes to 

identify global gene expression changes upon RUNX2 suppression in SKOV3 cells. We 

compared the gene expression of the previously selected clone shRNA- RUNX2-clone 3 
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(cl3) against the corresponding control clone. All microarray experiments were performed 

in duplicates, as two hybridizations were carried out for the RUNX2-suppressing cell clone 

against the corresponding control, using a fluorescent dye reversal (dye-swap) technique. 

For each comparison, a subset of differentially expressed genes was selected displaying at 

least 2-fold difference in both duplicate microarray experiments. Using these selection 

criteria, we found 87 genes to be upregulated and 251 genes to be downregulated in 

SKOV3 cells following RUNX2 knockdown, as the RUNX2 gene displayed 3.36-fold 

suppression in the shRNA-RUNX2-cl3 clone, compared to the corresponding control 

(Supplemental Table 1). Table 2 shows a list of selected functionally related groups of 

genes that were differentially expressed (≥ 2-fold) in SKOV3 cells upon RUNX2 

knockdown. As seen from Table 2, genes with previously shown implication in 

mechanisms of metabolism, cell growth & proliferation, regulation of transcription, signal 

transduction, transport and immune & inflammatory response were predominantly or 

exclusively suppressed, while RUNX2 knockdown was related with the induction of genes, 

mostly associated with cell morphology and apoptosis. Supplemental Table 1 shows the 

complete list of the differentially expressed genes (≥ 2-fold) following RUNX2 knockdown 

in SKOV3 cells.  

Pathway and network analyses, generated through the use of the IPA software confirmed 

the major functionally related gene groups, found to be differentially expressed in the 

shRNA-RUNX2-cl3 clone. As seen from Figure 6, pathways implicated in cellular 

morphology, cell death and survival and cell-to cell-signaling and interaction were 

predominantly upregulated (Figure 6A), while pathways linked to carbohydrate and lipid 

metabolism, cell growth and proliferation, molecular transport, cellular movement and gene 

expression were mostly suppressed (Figure 6B). 
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Common networks obtained upon merging the top-scoring networks recognized some 

important gene nodes and genes that are specifically up- or downregulated upon RUNX2 

suppression in SKOV3 cells (Figure 7). Thus, genes and associated interaction partners that 

were upregulated upon RUNX2 knockdown (displayed on Figure 7A) comprised members 

of the ubiquitin C (UBC) interaction network, including genes, predominantly implicated in 

cell morphology (KRT17, LMNB1, MARCKS, MYH6, PVR, SEPT9, WASF2) and 

apoptosis (ARHGDIA, BCL2L1, CRYAB, CTFG, EZR, ITGB2). Major gene nodes that 

were downregulated upon RUNX2 knockdown in SKOV3 cells are presented in Figure 7B; 

these were mostly involved in metabolism (MMP1, MMP13, PTGS1/COX1/COX1), cell 

growth & proliferation (GADD45A, DDIT3, FGF2, IL1A), regulation of transcription 

(ATF3, ATF4, RUNX2), signal transduction (Creb, TRIB3, Sapk), immune & 

inflammatory response (CEBPB, C/ebp, SELE) and ubiquitination (UBQLN1). 

4.3.3.4 Validation of microarray findings with semi-quantitative RT-PCR (sqRT-

PCR) 

To validate microarray results, we arbitrarily selected 9 differentially expressed genes and 

quantified their expression by sqRT-PCR in SKOV3 cells following shRNA-RUNX2 

knockdown compared to control (vehicle transfected) SKOV3 cells. Table 3 summarizes 

the gene expression measurements of all validated genes. We found that both methods 

(microarray analysis and sqRT-PCR) detected similar patterns for the up- and down-

regulated genes selected for validation.  
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4.3.3.5 RUNX1 and RUNX2 use distinct molecular mechanisms to promote ovarian 

cancer cell proliferation, migration and invasion 

Our functional analyses were strongly indicative for similar roles of RUNX1 and RUNX2 

in EOC progression, including implication in EOC cell proliferation, migration and 

invasion (see [25] and the data above). This prompted us to compare the microarray data 

obtained upon RUNX1 and RUNX2 knockdown in SKOV3 cells in order to get insight of 

the specific and/or common mechanisms of RUNX1/RUNX2 action in EOC. Venn diagram 

comparison analyses were indicative for negligible number of commonly overexpressed or 

suppressed genes following RUNX1 and RUNX2 suppression (Figure 8A). This was 

further confirmed by clustering analysis, as following filtering on 2-fold signal intensity, 

we used one-way ANOVA parametric test (Welch t-test; variances not assumed equal) to 

select discriminatory genes. Indeed, t test with p-value cutoff of 0.05 selected 95 genes for 

which expression differed in shRNA-RUNX1 SKOV3 cell clones compared to shRNA-

RUNX2 SKOV3 cell clones. Clustering analysis based on the 95-genes list was performed 

using the standard Condition Tree algorithm provided in GeneSpring, and revealed 

formation of two major cluster groups that clearly distinguish SKOV3 cells upon RUNX1 

and RUNX2 knockdown (Figure 8B). Fifty two genes from the 95-genes list were 

relatively downregulated in SKOV3 cells upon RUNX2 knockdown compared to RUNX1 

knockdown, as major functional classifications of these genes predominantly include 

metabolism, cellular development and cell signaling (Figure 8C). Genes, mostly 

downregulated in shRNA-RUNX1 clones when compared to shRNA-RUNX2 cell clones 

were mainly involved in cellular movement, cell cycle control and molecular transport 

(Figure 8D). The 95-genes list is presented in Supplemental Table 2. 
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However, we cannot completely exclude some common mechanisms of RUNX1/RUNX2 

action in EOC cells, since both RUNX1 and RUNX2 knockdown leads to the suppression 

of the pro-metastatic gene p8/NURP1 [33, 34], as well as the downregulation of genes 

(MMP1, MMP19, PTGS1/COX1) with proven role in EOC progression and dissemination 

[35-37]. 
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4.3.4. DISCUSSION 

RUNX proteins have been demonstrated to play positive and negative roles in 

carcinogenesis according to different cancer types [11]. The RUNX2 gene, also known as 

CBF, runt domain, a-subunit 1, CBFA1, AML3, or OSF2, is a lineage-specific transcription 

factor and the human homolog of mouse PEBP2A [38]. During embryonic development, 

RUNX2 is involved in the process of bone formation or osteogenesis [14]. In 

carcinogenesis, RUNX2 acts as a master regulator of disease progression, and was shown 

to be strongly implicated in the development of osteosarcoma [39]. In addition, 

overexpression of RUNX2 has also been identified in several human malignancies, 

including lymphoma/leukemia [26], bone [27], breast [28], prostate [29], thyroid [30] and 

pancreatic cancers [31]. Similarly, overexpression of RUNX2 has been reported in EOC 

tissues compared with normal ovarian tissues, and its upregulation was closely related with 

the clinical stage and poor prognosis of EOC patients [32]. In most of these studies, 

RUNX2 was functionally associated with tumor invasion and metastasis. Indeed, Akech et 

al. [29] indicated that RUNX2 is associated with prostate cancer bone metastasis and 

maybe a potential therapeutic target to block prostate cancer cells ability for tumor growth 

and metastatic lesions formation in vivo. The results of Niu et al. [30] group revealed that 

RUNX2 is functionally linked to tumor invasion and metastasis of thyroid carcinoma by 

regulating EMT-related molecules, matrix metalloproteinases and angiogenic factors. 

Pratap et al. [28] found that RUNX2 expression may play important role in breast tumor 

cell invasion. A recent study identified RUNX2 as a potent prognostic factor in nonsmall 

cell lung cancer (NSCLC) patients, as RUNX2 expression was significantly correlated with 

NSLCL with tumor progression and metastatic capability [40].  
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Our previous findings based on analyses in PCCs derived from matched tumor samples 

obtained prior to, and following CT treatment from two serous EOC patients, were 

suggestive for RUNX2 overexpression in advanced (metastatic) EOC, which might be due 

to epigenetic mechanisms, associated with DNA hypomethylation of its putative promoter 

region [9]. However, in the present study we show that the CpG island located in this 

promoter region displays no significant hypomethylation in EOC omental metastases, 

compared to primary serous EOC tumors. Thus, our data point to no implications of 

epigenetics mechanisms (DNA hypomethylation) in RUNX2 overexpression in metastatic 

tissues. Moreover, our IHC analyses were indicative for strong RUNX2 protein 

overexpression both in grade 3 serous EOC tumors and metastatic tissues.  Interestingly, 

RUNX2 also displayed significantly increased expression in LMP tumors, compared to 

normal ovarian tissue. Normal ovarian tissues controls consistently displayed low RUNX2 

expression; minimal expression was also detected in other human adult tissues (data not 

shown). 

The above findings persuaded us to investigate the functional implication of RUNX2 in 

mechanisms of EOC tumorigenesis. Our functional analyses are strongly indicative for 

evident oncogenic capacity of RUNX2 in serous EOC, including its potential role in EOC 

cell proliferation and cell migration/invasion (see Figs. 4 and 5). Thus, our data confirm 

recent findings that RUNX2 is required for tumor and cancer cell growth and/or 

invasion/metastasis, as mentioned above. 

To better elucidate the molecular mechanisms and biological pathways implicated in 

RUNX2-mediated action in EOC cells, we used a complementary gene expression profiling 

approach using the DNA microarray technology to monitor cellular changes in gene 

expression and discover the molecular targets upon RUNX2 suppression in EOC cells. To 
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our knowledge, the present work represents the first effort to define global changes in gene 

expression upon modulation of RUNX2 expression in cancer cells. We analyzed both 

functionally related genes that were commonly differentially expressed in SKOV3 EOC 

cells upon RUNX2 knockdown. The gene expression data and consecutive network and 

pathway analyses were quite confirmatory of the data obtained by the RUNX2 functional 

assays. Indeed, microarray data sustained RUNX1 correlation with EOC cell proliferation, 

migration and invasion, since RUNX2 knockdown resulted in reduced expression of genes 

associated with metabolism, cellular growth & proliferation and cellular movement, while a 

number of genes linked to cell death were induced (see Table 2 and Figure 6).  

IPA network analysis was indicative for some important gene nodes linked to RUNX2 

suppression in EOC cells, as most of these substantiate and/or complement the functional 

data obtained. Thus, RUNX2 knockdown resulted in upregulation of gene nodes/genes 

known to be implicated in apoptosis induction or displaying TSG functions. Notably the 

UBC interaction network and its members were shown to decrease in anchorage-

independent cell growth and an increase apoptosis, suggesting UBC may act as a negative 

regulator of skin carcinogenesis [41]; CRYAB has been reported as a potential TSG [42], 

while increased expression of BCL-XS (BCL2L1) protein in tumors was associated with 

decreased proliferation and induction of apoptosis [43, 44]. Similarly, CTGF upregulation 

was found to be associated with apoptosis and decrease of tumor cell invasion [45-47]; 

PPM1A (PP2C) expression could induce cell cycle arrest and apoptosis via activation of the 

p53 pathway [48], and NF2 has been characterized as a TSG in different cancers [49-51].    

In parallel, upon RUNX2 knockdown, we have observed a predominant and strong 

downregulation of gene nodes known to be implicated in EOC tumorigenesis 

(PTGS1/COX1, FGF2, IL1A, Sapk, C/ebp, SELE, UBQLN1, PSAT1, ALDH1A1, GDF15, 
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MTHFD2) [52-61], including EOC tumor invasion/metastasis (MMP1, MMP13, Creb) [62-

64]; (see Figure 7B). Some of these gene nodes have been shown to be functionally 

involved in other cancer types, including regulation of tumor cell proliferation (Creb, 

C/ebp, ATF3, ATF4) [65-68], invasion (MTHFD2, FGF2) [69, 70] and metastasis 

(PTGS1/COX1, E-selectin, ATF3, FGF2, IL1A, MMP1, MMP13) [71-76]. Thus, our data 

support the concept of oncogenic role of RUNX2 in EOC, and support previous findings 

for its rather universal functions in tumorigenesis, including tumor invasion and metastasis. 

Given the similar roles of RUNX1 and RUNX2 in EOC progression (implications in EOC 

cell proliferation, migration and invasion) and the fact that all three RUNX proteins 

recognize common DNA sequence motifs [10], we analyzed the extent of overlap in 

differentially expressed genes/functional pathways following RUNX1 and RUNX2 

knockdown in the SKOV3 ovarian adenocarcinoma cell line (analyses based on the data 

presented herein and our previous findings [25]). Both the Venn diagram comparisons, as 

well as gene clustering and IPA functional analyses were indicative for distinct molecular 

mechanisms and functional pathways associated with RUNX1 or RUNX2 implication in 

EOC progression (see Figure 8), although both genes could potentially modulate the 

expression of some common genes involved in EOC disease advancement and metastasis 

(including MMP1, MMP19 and PTGS1/COX1, and possibly p8/NURP1). 

In conclusion, we have shown that the RUNX2 transcription factor is significantly 

overexpressed in serous EOC tumors, including LMP tumors, compared to normal ovarian 

tissue. BSP validation of the RUNX2 methylation status in primary EOC tumors and 

omental metastasis were indicative for no implication of epigenetics mechanisms (DNA 

hypomethylation) in RUNX2 overexpression in metastatic tissues. Further functional 

analyses of RUNX2 in EOC cells pointed towards its association with EOC cell 
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proliferation, migration and invasion. Gene expression profiling and consecutive network 

and pathway analyses confirmed these findings, as various genes and pathways known 

previously to be implicated in ovarian tumorigenesis, including EOC tumor invasion and 

metastasis, were found to be suppressed upon RUNX2 knockdown, while a number of pro-

apoptotic genes and some EOC TSGs were found to be induced. Hence, RUNX2 is 

possibly required for EOC tumor and cancer cell growth and invasion and could represent a 

potential EOC therapeutic target. The present study also reveals that RUNX1 and RUNX2 

employ distinct molecular mechanisms in EOC tumorigenesis despite evident similarities 

of their action on EOC cell phenotype and behavior. Taken together, our data are indicative 

of strong oncogenic potential of both transcription factors in EOC progression and warrant 

further and more profound studies of the functional implications of the RUNX transcription 

factors in EOC tumorigenesis.     
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4.3.5. PATIENTS AND METHODS 

4.3.5.1 Patients and Tissue specimens 

Snap frozen and formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues of 117 serous EOC 

tumors were obtained at the Hotel-Dieu de Quebec Hospital, Quebec, Canada. These 

included 13 borderline, or low-malignant potential (LMP) tumors, 52 high-grade 

adenocarcinomas and 52 omental metastases. None of the patients received chemotherapy 

before surgery (see Table 1 for detailed clinicopathological characteristics). All tumors 

were histologically classified according to the criteria defined by the World Health 

Organization [77]. The CT treatment was completed for all patients and the response to 

treatment was known. Disease progression was evaluated following the guidelines of the 

Gynecology Cancer Intergroup [77]. Progression free survival (PFS) was defined as the 

time from surgery to the first observation of disease progression, recurrence or death. 

Thirteen normal ovarian samples were derived from women subjected to hysterectomy with 

oophorectomy due to non-ovarian pathologies. The study was approved by the Clinical 

Research Ethics Committee of the Hotel-Dieu de Quebec Hospital and all patients signed 

an informed consent for voluntary participation.  

4.3.5.2 Cell cultures 

The EOC cell lines OVCAR3, SKOV3 and C13 were purchased from American Tissue 

Type Collection (Manassas, VA); OV-90, OV2008, TOV-112 and TOV-21 cell lines were 

a kind gift from Dr. Anne-Marie Mes-Masson (Montreal University), while A2780s and 

A2780cp cell lines were a kind gift from Dr. Benjamin Tsang (Ottawa University). The cell 
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lines were passaged in different culture media supplemented with 10% fetal bovine serum, 

as described previously [78]. 

4.3.5.3 Bisulfite sequencing PCR (BSP) analysis 

BSP analysis was performed, as previously described [79, 80]. Briefly, genomic DNAs 

from primary and metastatic EOC tumor specimens were isolated using the Qiagen DNeasy 

Blood and Tissue Kit. Bisulfite modification of genomic DNAs was done using the Methyl 

Detector kit (Active Motif, Carlsbad, CA). For BSP, a 285-bp fragment was amplified 

using primer pairs specific for bisulfite-modified sequences but not harboring CpGs, 

located at nt -2816   (GGTTTGGTTAAATGGGTTT) to nt -2531 

(ACCCTTCCTCCATACACTACTC) upstream of the RUNX2 transcription start (ATG) 

codon. BSP primer selection was performed using the Methyl Primer Express Software 

v1.0 (Applied Biosystems). PCR was done for 35 cycles (94
o
C, 30 s; 60

o
C, 50 s; 72

o
C, 1 

min). PCR products were sent for dideoxy-sequencing analysis at the Genomics Analysis 

Platform at Laval University (http://www.bioinfo.ulaval.ca/seq/en/). 

4.3.5.4 Tissue microarrays (TMAs) construction and IHC 

TMAs were constructed, as previously described [81]. Briefly, one representative block of 

each ovarian tumor and normal ovarian tissue was selected for the preparation of the tissue 

arrays. Three 0.6 mm cores of tumor were taken from each tumor block and placed, 0.4 mm 

apart, on a recipient paraffin block using a commercial tissue arrayer (Beecher Instruments, 

Sun Prairie, WI). The cores were randomly placed on one of two recipient blocks to avoid 

IHC evaluation biases. Four micron thick sections were cut for the hematoxylin-eosin (HE) 

staining and IHC analyses.  

http://www.bioinfo.ulaval.ca/seq/en/
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IHC was performed, as previously described [79-81]. Briefly, 4 µm tissue sections were 

deparaffinized and then heated in an autoclave for 12 min to retrieve the antigenicity before 

blocking the endogenous peroxidase. Following treatment with 3% H2O2 for 10 min to 

quench the endogenous peroxidise activity, sections were incubated with anti-RUNX2 

antibody (1:100 dilution) (Santa Cruz Biotechnology; sc-101145) at room temperature for 2 

hours. Sections were then incubated with a biotinylated secondary antibody (Dako, 

Carpinteria, CA) and then exposed to a streptavidin complex (Dako, Carpinteria, CA). 

Complete reaction was revealed by 3-3‟ diaminobenzidine and slides were counterstained 

with hematoxylin. RUNX2 protein expression was assessed by semi-quantitative scoring of 

the intensity of staining and recorded as absent (0), weak (1+), moderate (2+) or strong 

(3+). The relationship between RUNX2 expression in serous ovarian carcinomas and 

normal ovarian tissues was evaluated by the Wilcoxon two-sample test. A significant 

association was considered when p-value was below 0.05. A Kaplan Meier curve and the 

log-rank test were performed based on PFS values to test the effect of the intensity of 

RUNX2 (3, 2 versus 0, 1) on disease progression. 

4.3.5.5 Short Hairpin RNA (shRNA) – mediated RUNX1 knockdown in SKOV3 cells 

The shRNA-mediated RUNX2 knockdown in SKOV3 cells was done, as previously 

described [79, 80]. Briefly, a RUNX2 shRNA cloned into the pLKO.1-puro vector was 

retrieved from the Sigma Mission TRC human 1.5 shRNA library (clone number 

TRCN0000013655). Viral supernatants were generated by transfecting 293T cells with the 

shRNA construct and the packaging vectors psPAX2 and pMD2.G (Addgene, Cambridge, 

MA). The high-titer lentiviral supernatants in the presence of 8 µg/ml polybrene were used 

to infect SKOV3 cells. Two days later, infected cells were treated with puromycin (0,5 
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µg/ml) for the selection of stably-transduced clones. The pLKO.1-puro vector encoding a 

scramble sequence not matching any mammalian sequence was used for the generation of 

mock-transduced (control) clones. Stable clones with inhibited RUNX2 expression were 

evaluated and validated by semi-quantitative RT-PCR and Western blot. 

4.3.5.6 Western Blot Analysis 

Western blot analysis was performed as previously described [79, 80]. Briefly, protein 

lysates were prepared by resuspending cell pellets in Laemmli sample buffer containing 5% 

β-mercaptoethanol. Protein lysates were separated by 6 to 12% Tris-glycine gel 

electrophoresis and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane using a semi-

dry apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). The membrane was blocked with 5% 

nonfat dry milk in TBST (20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 M NaCl, and 0.1% Tween 20), 

incubated with the anti-RUNX2 mouse monoclonal  antibody (1:500) (Santa Cruz 

Biotechnology) and anti-β-actin antibody (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology) at 4
o
C 

overnight. After 3 X 15 min washes with TBST (20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 M NaCl, and 

0.1% Tween 20) at room temperature, the membrane was incubated with horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody and detected with ECL solution (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA). 

4.3.5.7 Cell proliferation assay using impedance measurement with the xCELLigence 

system 

Cell proliferation (cell index) was checked by the xCELLigence Real-Time Cell Analyzer 

(RTCA) instrument, as previously described [80]. Cells were seeded in triplicate at 2 × 10
4
 

cells/well in the E-Plate 16, a specialized 16-well plate used with the RTCA instrument. 
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Each of the 16 wells on the E-Plate 16 contains an integral sensor electrode array so that 

cells inside each well can be monitored and assayed. Cell growth was monitored for 24 

hours. 

4.3.5.8 Colony formation assay 

Colony formation assay was performed, as previously described [79, 80]. Briefly, SKOV3 

cells were seeded at 500 cells per 60 mm culture dish. After 14 days, the dishes were 

washed twice in PBS, fixed with cold methanol, stained with Coomassie Blue (Sigma-

Aldrich) for 5 min, washed with water and air dried. The number of colonies was 

determined by imaging with a Multimage™ Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San 

Leandro, CA) and using AlphaEase Fc software. 

4.3.5.9 Cell migration and invasion assays 

Cell migration and invasion assay were performed, as previously described [80]. Briefly, 

shRNA-RUNX2 transfected, control (vehicle-transfected) and intact SKOV3 cells were 

seeded into the upper inserts of Boyden chambers (Costar, Cambridge, MA) in 0.1% FBS 

containing medium at a density of 2.5 × 10
4
 per well, and 600 μl of 1% FBS containing 

medium was placed in the lower chamber as a chemoattractant. After 24 h at 37°C in 5% 

CO2, the cells were fixed with cold methanol and stained with trypan blue solution. Cells 

on the upper surface of the filter were removed with cotton buds. Migrated cells on the 

underside of the filter were photographed and counted by phase contrast microscopy, by 

selecting 10 random fields per filter (at magnification 40x). The experiments were 

performed in triplicate. Cell invasion was assayed in a similar way, as the 5-μm pore 

polycarbonate filters were coated with 40 µl of Matrigel™ at concentration of 0.5 mg/ml 
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(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Here, 600 μl of NIH3T3 conditioned medium was 

added in the lower chamber as a chemoattractant. Differences between shRNA-RUNX2-

transfected, vehicle-transfected and intact SKOV3 cells were determined by a Student‟s t-

test, where p < 0.05 was considered significant. 

4.3.5.10 Flow cytometry 

Flow cytometry analysis was performed, as previously described [80]. Briefly, 7.5 × 10
4
 

SKOV3 cells were treated with 20 mM hydroxyurea (Sigma) for synchronization at the 

G1/S boundary. After 16 hours of incubation, cells were washed once with PBS, and 

resuspended in 1 ml of complete media (time 0). Then, cells were harvested by 

trypsinization at 0, 3, 6, 9 and 24 h and washed three times with PBS, and fixed with ice–

cold 95% ethanol overnight. Cells were washed with PBS (3 x) and incubated with 

propidium iodide (50 μg/ml) (Sigma) in the dark at room temperature for 30 min. Flow 

cytometric analysis was performed on a Beckman Coulter EPICS XL-MCL analyzer. The 

cell cycle phase distribution was calculated from the resultant DNA using the cell QuestPro 

software. 

4.3.5.11 MTT (cytotoxicity) assay  

The MTT cell proliferation assay (Sigma, St-Louis, MS, USA) was used to measure the cell 

growth inhibition effects of cisplatin and paclitaxel in SKOV3 cell clones suppressing 

RUNX2, as previously described [79].  Briefly, cell suspensions (at 2 x 10
4
 cells/ml) were 

transferred to 96-well plates in triplicates and incubated for 3 days with different drugs‟ 

concentrations (ranging between 1 nM and 100 µM). Then, 38 µl of 3-[4,5-dimethylthiazol-

2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT, 5 mg/ml) was added to each well 4 h before 
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the end of the incubation. After centrifugation and removing the supernatant, 200 µL of 

dimethyl sulphoxide (DMSO) were added to resolve the crystals and the optical density 

was measured by microplate reader at 595 nm.  

4.3.5.12 Gene expression profiling and data analysis  

Gene expression analysis was carried out as previously described [78]. Briefly, total RNA 

was extracted from the shRNA-RUNX2 knockdown clones (sh-cl3, sh-cl6) and the 

corresponding control (mock-transfected) SKOV3 clone. The quality of the RNA samples 

was examined by capillary electrophoresis using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, 

Palo Alto, CA). Fluorescently labeled cRNA targets were generated from 0.5 µg of total 

RNA from each corresponding SKOV3 cell clone, using the Fluorescent Linear 

Amplification Kit (Agilent) and 10.0mM Cyanine 3- or 5-labeled CTP (PerkinElmer, 

Boston, MA), and following user‟s manual. Cyanine labeled cRNA from the clone 

suppressing RUNX2 (sh-cl4) was mixed with the same amount of reverse-color cyanine-

labeled cRNA from the corresponding control clone and hybridized on the Agilent Whole 

Human Genome microarrays, containing 44,000 genes. Array hybridization, washing, 

scanning, data extraction and analyses were performed as previously described[78]. 

Network analysis of the microarray data was completed using the Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) software (see http://www.Ingenuity.com). 

  

4.3.5.13 Semi-quantitative duplex RT-PCR (sqRT-PCR) 

Analysis of RUNX2 gene expression in stably transfected RUNX2 knockdown clones 

(shRNA-RUNX2) and the corresponding mock-transfected SKOV3 clones was performed 

http://www.ingenuity.com/
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by sqRT-PCR as previously described [78, 80]. The 18S ribosomal RNA gene was used as 

an internal standard. Comparative signal intensity was evaluated using the ImageJ software 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Primers were designed for these loci with the sequences freely 

available from the Entrez Nucleotide database and the Primer3 algorithm for primer design 

(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi). 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
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4.3.8. FIGURE LEGENDS 

Figure 4.1 BSP analysis of the methylation status of RUNX2 in grade 3 primary serous 

EOC tumors compared to omental metastases. Filled circles represent methylated CpGs and 

open circles represent unmethylated CpGs. CpG plot of the analyzed region is also 

presented (CpGs are displayed with vertical marks). The indicated positions on the CpG 

plot represent the number of nucleotides stretching upstream of the first exon of the 

RUNX2 gene.  

Figure 4.2 Analysis of RUNX2 expression in serous EOC tumors by IHC. A. 

Representative IHC images of RUNX2 protein expression in normal ovarian tissues, LMP 

tumors, high-grade tumors and omental metastases. B. Box-plot presentation of RUNX2 
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protein expression levels in normal ovarian tissues, LMP tumors, high-grade tumors and 

omental metastases. 

Figure 4.3 Analysis of RUNX2 expression in SKOV3 cells. A. Semi-quantitative duplex 

RT-PCR analysis of RUNX2 mRNA expression levels in the shRNA-RUNX2 clones (sh-

cl3, sh-cl6), compared to the mock-transfected clone control (ctrl). The 18S ribosomal 

RNA gene was used as internal standard. B. Western-blot analysis of RUNX2 protein 

expression in the shRNA-RUNX2 clones, compared to the mock-transfected clone ctrl.  β-

actin was used as a loading control. 

Figure 4.4 ShRNA-mediated knockdown of the RUNX2 expression in SKOV3 cells: A, 

effect on cell proliferation; B. Representative images of colony forming assays following 

RUNX2 knockdown. 

 

Figure 4.5 Effect of RUNX2 knockdown on SKOV3 cell migration and invasion. A. 

Migration was assessed using Boyden-chamber assay. Cells from the shRNA-RUNX 

clones (sh-cl3, sh-cl6) and the control clone control (ctrl) were seeded into the upper 

chambers in 0.1% FBS containing medium at a density of 2.5 × 10
4
 per well, and 600 μl of 

1% FBS containing medium was placed in the lower chamber as a chemoattractant. After 

24 h at 37°C in 5% CO2, the cells were fixed with cold methanol and stained with blue 

trypan solution. Migrated cells on the underside of the filter were photographed and 

counted by phase contrast microscopy. B. Cell invasion was assayed in a similar way, 

except that the upper chambers were coated with Matrigel. Here, NIH3T3 conditioned 

medium was added in the lower chamber as a chemoattractant (see Materials and Methods 

for details). All experiments were performed in triplicate. For each experiment, cell number 

was calculated as the total count from 10 random fields per filter (at magnification ×40). 
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Differences between shRNA-RUNX2-clones and control clone SKOV3 cells were 

determined by a Student‟s t-test, where p < 0.05 was considered significant.  

Figure 4.6 Functional analysis for a dataset of differentially expressed genes (≥ 2-fold) 

following RUNX2 suppression in SKOV3 cells. A. Functional analysis of upregulated 

genes; B. Functional analysis of downregulated genes. Top functions that meet a p-value 

cutoff of 0.05 are displayed. 

Figure 4.7 Network analysis of dynamic gene expression in SKOV3 cells based on the 2-

fold common gene expression list obtained following shRNA-mediated RUNX2 

knockdown. A. Upregulated networks;   B. Downregulated networks. The five top-scoring 

networks for each cell line were merged and are displayed graphically as nodes (genes/gene 

products) and edges (the biological relationships between the nodes). Intensity of the node 

color indicates the degree of up- (red) or downregulation (green). Nodes are displayed 

using various shapes that represent the functional class of the gene product (square, 

cytokine, vertical oval, transmembrane receptor, rectangle, nuclear receptor, diamond, 

enzyme, rhomboid, transporter, hexagon, translation factor, horizontal oval, transcription 

factor, circle, other). Edges are displayed with various labels that describe the nature of 

relationship between the nodes: 
____ 

binding only, → acts on. The length of an edge reflects 

the evidence supporting that node-to-node relationship, in that edges supported by article 

from literature are shorter. Dotted edges represent indirect interaction. 

 Figure 4.8 Comparison of common and distinct gene expressions across the various 

differentially-expressed gene groups upon RUNX1 and RUNX2 knockdown in SKOV3 

cells: A. Venn diagram analyses of the differentially expressed genes upon RUNX1 and 

RUNX2 knockdown in SKOV3 cells. B. Hierarchical clustering based on the 95-genes list 

(2-fold difference in gene expression; p-value cutoff of 0.05) that discriminates 
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differentially-expressed genes in SKOV3 cells upon RUNX1 and RUNX2 knockdown. Red 

signifies up-regulation, and green signifies down-regulation. C. IPA functional pathway 

analyses of genes, differentially expressed in SKOV3 cells upon RUNX1 and RUNX2 

knockdown, based on the 95-genes list generated upon the clustering analysis. 
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Figure 4.1 Analysis of RUNX2 expression in serous EOC tumors by IHC.  
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Figure 4.2 BSP analysis of the methylation status of RUNX2 in grade 3 primary serous 

EOC tumors compared to omental metastases. 
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Figure 4.3 ShRNA-mediated knockdown of the RUNX2 expression in SKOV3 cells. 
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Figure 4.4 Effect of RUNX2 knockdown on SKOV3 cell proliferation and colony 

formation. 
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Figure 4.5 Effect of RUNX2 knockdown on SKOV3 cell migration and invasion. 
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Figure 4.6 Functional analysis for a dataset of differentially expressed genes (≥ 2-fold) 

following RUNX2 suppression in SKOV3 cells.  
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Figure 4.7 Network analysis of dynamic gene expression in SKOV3 cells based on the 2-

fold common gene expression list obtained following shRNA-mediated RUNX2 

knockdown.
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Figure 4.8 Comparison of common and distinct gene expressions across the various 

differentially-expressed gene groups upon RUNX1 and RUNX2 knockdown in SKOV3 

cells. 
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4.3.9. TABLES 

Tableau 4.1 Patients‟ characteristics. 

 

Variable Range n/total % 

Age (years) < 50 18/130 14.0 

 50-60 66/130 50.9 

 > 70 46/130 35.1 

Median age 64   

Tissue/tumor type Normal 13/130 10.0 

 LMP 13/130 10.0 

 High-grade 52/130 40.0 

  OM 52/130 40.0 

Stage III (A, B and C) 69/130 53.0 

  IV 30/130 23.0 

PFS (months)* 0-6  43/99 43.4 

 7-24 35/99 35.4 

  > 25 21/99 21.2 

 

A. Upregulated genes 

metabolism BC006267, BC035691, CILP, COX7A1, COX7B, DHCR24,. 

DLST, GALNT14, GNTIVH, PRPS1, SORL1 

signal transduction ADAM18, ANXA6, , FBXW11, GPR110, LRRC17, PDAP1, 

PDZK1IP1, SEPT9, WDR76, WNT6, WNT7A 

cell morphology ARHGDIA, EMD, KRT17, LMNB1, LOC201175, MYH6, VIL2, 

WASF2 

apoptosis BCL2L1, CRYAB, CTGF, EZR, JAK1, HFK4, HIST1H1C, ITGB2 

regulation of 

transcription  

AY517556, EYA4, NEUROG3, ZCCHC2, ZFHX4, ZNF467 

ubiquitination BC018548, CGI-301, C15orf16, RFWD3, RKHD1, TTC3 

B. Downregulated genes 

metabolism ACAT1, ACOX2, AK096526, ALDH1A1, ANGPTL4, ASNS, 

B3GALT3, BPNT1, CARS, CPE, CTH, DDX50, DHRS2, DMGDH, 

HSD17B12, ISOC1, KYNU, LOC440138, MARS, MLSTD2, 

MMP1, MMP13, MMP19, MTHFD2, NAALADL1, PCK2, 

PHGDH, PPP1CB, PSAT1, PTGS1, RBP1, SAT, SENP7, 

SERPINA5, SHMT2, SORD  

cell growth & 

proliferation 

ADRA2A, BTG1, CLK1, CNN1, COVA1, DDIT3, EPS8, FGF2, 

FRMD4A, G0S2, GADD45A, GDF15, HIST1H1A, IL1A, JEM-1, 

KIF3B, MORF4L2, P8, POLI, POPDC2, PRKRIR, RPS6KA5, 

SEPT10, SIAH1, TUBB1 

regulation of 

transcription  

AF024709, ATF1, ATF4, BX538289, CMPX1, ETV5, HEY1, HLF, 

LOC340501, NFE2, PHLDA1, RCOR3, RUNX2, TBX15, 

TSC22D1, ZFP90, ZNF140, ZNF146, ZNF22, ZNF354C, ZNF396, 

ZNF441, ZNF451, ZNF639 
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*Extended follow-up, including PFS values, were available for 99 patients.  

 

 

 

 

 

Tableau 4.2 Selected differentially expressed gene groups in SKOV3 cells upon RUNX2 

knock-down. 

signal transduction ANTXR2, CNIH3, DSCR1, ECT2, GRINL1A, IL13RA2, MAPK9, 

MRFAP1, MRFAP1L1, PRKAR1A, PTGES3, RAGE, RASSF6, 

STC2, STMN3, TANK, TRIB3, TXNIP, TXNRD1, UNC5B 

transport FLJ35848, HRC11236, KCNE3, RBP4, SLC40A1, SLC9A9, 

STEAP1, STX6, TARS, TOM1L1, TRPA1, TRPM8, VPS13B 

immune & 

inflammatory response 

CD48, CEBPB, CFH, , CFH, CFHL1, CFHL3, CXCL12, IF, MIG-

6, NFIL3, PRKRA, PTX3, SELE, SEPP1 

ubiquitination  FBXO32, FBXO4, FTS, HERC3, LOC51136, RKHD2, RNF34, 

RNF6, TRIM4, TRIM40 
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Tableau 4.3 Semi-quantitative RT-PCR validation of microarray data. 

Gene Common name Fold expression 

 

 Microarray 

data sqRT-PCR 

PCDH9 protocadherin 9 +4.62 +5.46 

DEFB1 defensin, beta 1 +3.84 +2.01 

MMP13 matrix metalloproteinase 13 -15.70 -4.23 

MMP1 matrix metalloproteinase 1 -7.30 -2.55 

IL1A interleukin 1, alpha -6.71 -1.89 

CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 -6.13 -1.68 

ALDH1A1 

aldehyde dehydrogenase 1 family, member 

A1 -6.02 -2.76 

CFH complement factor H -5.85 -3.57 

TUBB1 tubulin, beta 1 -5.38 -2.33 
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4.3.9. SUPPLEMENTAL FIGURE: isoforms of RUNX2. 

 

 
 

Supplemental figure 4.9 Genomic structure of the RUNX2 gene, isoforms a, b and c. The 

CpG island (CpG 60) containing the analyzed 12 putative CpG methylation targets is 

indicated with arrow. 
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5. Discussion  
Le cancer de l‟ovaire qui compte 4% des cas de cancer chez la femme, constitue la 

principale cause de mort de source gynécologique. Cela s‟explique pour plusieurs raisons 

notamment l‟absence de symptômes précoces chez les femmes atteintes. Celles-ci sont le 

plus souvent diagnostiquées avec une maladie avancée, difficile à traiter et qui possède un 

taux de récidive élevé avec chimiorésistance. Il s‟avère nécessaire et urgent de trouver un 

moyen de parvenir à la détection précoce de cette maladie. Ainsi, la découverte de 

biomarqueurs offrirait une avenue intéressante pour réaliser cet objectif. En effet, la 

découverte d‟un simple gène associé à l‟initiation du cancer ovarien lors d‟un test de 

dépistage permettrait un diagnostic précoce. Les modifications épigénomiques dont la 

méthylation de l‟ADN, sont impliquées dans  l‟initiation, la progression et la 

chimiorésistance de plusieurs cancers dont le cancer de l‟ovaire. L‟hyperméthylation des 

ilots CpG de la région promotrice des gènes est très souvent liée à l‟inactivation des gènes 

suppresseurs de tumeur. Parallèlement, l‟hypométhylation est associée à l‟activation des 

oncogènes. Ainsi, la méthylation aberrante spécifique de gène au cours du cancer pourrait 

servir d‟indice pour découvrir de nouveaux suppresseurs de tumeurs et oncogènes pouvant 

servir de biomarqueurs. Pour cela, nous avons réalisé l‟immunoprécipitation de l‟ADN 

méthylé suivi de l‟analyse sur puce (MeDIP-Chip) afin d‟étudier, à haute résolution, le 

profil de méthylation aberrante de l‟ADN dans le cancer de l‟ovaire de sous-type séreux. Le 

choix du sous-type séreux s‟explique par sa fréquence en clinique (environ 70% des 

patientes). Nous avons comparé, par rapport à cinq échantillons des tissus normaux, le 

profil de méthylation de cinq échantillons de chaque sous-groupe dont les tumeurs faible à 

potentiel de malignité BL, les tumeurs G1; SIII/IV, les tumeurs G3; SI et les tumeurs G3; 
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SIII/IV. Le criblage épigénomique des gènes candidats hyper ou hypométhylés sur les 

ADN extraits des différents échantillons a été réalisé en utilisant des biopuces 1 × 244K 

contenant 27 800 ilots GpG (Agilent Technologies).  L‟analyse a été faite sur la liste des 

gènes surexprimés 1.5 fois avec uen valeur de p pour le t-test inférieur à 0.01. 

5.1. L’hyperméthylation abberante de l'ADN est associée à tous les grades/stades des 

tumeurs séreuses du CEO et cible préférentiellement les gènes de développement.  Le 

criblage épigénomique sur cinq échantillons de sous-type séreux de chaque groupe a 

montré un profil d‟hyperméthylation aberrante globale de  314 gènes dans les BL, 241 dans 

G1; SIII/IV,  433 dans G3; SI et 357 dans G3; SIII/IV (Tableau 2.1). L‟analyse des 

fonctions de ces gènes, par le logiciel bioinformatique Ingenuity Pathway Analysis (IPA) a 

montré que la majorité des gènes sont impliqués dans le développement, l‟expression 

génique, la prolifération, la croissance et le cycle cellulaire (Figure 2.1 B). Il ressort de ce 

profil  une très grande différence d‟hyperméthylation entre les tissus normaux et les tissus 

tumoraux et que l‟hyperméthylation étant un événement très précoce dans le groupe BL, 

malgré que G3 ait un niveau d‟hyperméthylation plus élevé. La majorité des gènes 

hyperméthylés dans les différents sous-groupes sont des gènes régulateurs du 

développement avec respectivement 87%, 55,5%, 78,1% et 82,9% pour BL, G1; SIII/IV, 

G3; SI et G3; SIII/IV (Tableau 2.1). Cette fréquence élevée d‟hyperméthylation des gènes 

de développement a été par ailleurs retrouvée dans les autres types de cancer comme le 

cancer du poumon (Rauch et al., 2007), du cerveau (Wu et al., 2010), du sein (Tommasi et 

al., 2009), du colorectum (McGarvey et al., 2008), de la prostate (Truong et al., 2012) et 

des lymphomes (Bennett et al., 2009). Parmi les gènes de développement, les gènes à 

domaine homéobox étaient les plus représentés dont  HOXA9, HOXA10, HOXA11, SOX1, 
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PAX1 et LMX1A. Ces gènes ont été décrits dans la littérature comme étant méthylés dans le 

CEO, certains pouvant être utilisés comme des biomarqueurs potentiels pour le diagnostic 

et le pronostic de la maladie (Montavon et al., 2012). Les sites d‟hyperméthylation dans les 

différents groupes de tumeurs ont montré par l‟analyse bioinformatique, une corrélation 

significative avec les sites de méthylation triple de H3K27 (une modification répressive de 

chromatine) dans les cellules souches (figure supplémentaire 2.6). Récemment, des études 

ont montré une triméthylation de la lysine 27 de l‟histone H3 (H3K27me3) dans les cellules 

souches embryonnaires pluripotentes et dans les cellules cancéreuses (Sparmann and van 

Lohuizen, 2006). Cette marque épigénétique est associée à la répression réversible des 

gènes régulateurs du développement par les complexes répressifs polycombes (CRPs) dans 

les cellules souches embryonnaires. Dans les cellules cancéreuses, H3K27me3 est plutôt 

associée à la répression  permanente de ces gènes de développement par hyperméthylation 

de l‟ADN (Bracken et al., 2006; Squazzo et al., 2006; Widschwendter et al., 2007). Les 

publications récentes ont montré que les cibles des CRPs des cellules souches ont 12 fois 

plus de probabilité d‟être hyperméthylées dans les cellules tumorales au niveau de leur 

promoteur que les gènes non ciblés. Ces mêmes données suggèrent que les gènes affectés 

par la méthylation de l'ADN au cours de la tumorogénèse sont pré-marqués par les 

protéines CRPs de la chromatine répressive H3K27me3. Cela suggère que cette 

modification de la chromatine dirige l'établissement de profils de méthylation de l'ADN 

spécifique du cancer (Widschwendter et al., 2007). Cela expliquera le nombre abondant de 

gènes de développement dans nos résultats; ces gènes étant déjà hyperméthylés de façon 

précoce au cours de la tumorogénèse ovarienne (dans les tumeurs BL). Ces résultats 

supportent l‟hypothèse des cellules souches comme étant à l‟origine du cancer dans 

lesquelles la répression génique réversible par les CRPs au niveau de la chromatine est 
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remplacée par une répression permanente  des gènes de développement par ajout de la 

méthylation de l‟ADN. Ces deux signatures épigénétiques par méthylation, au niveau de la 

chromatine et de l‟ADN, condamnent les cellules cancéreuses à un état perpétuel d‟auto-

renouvellement menant à une transformation maligne subséquente (Wu et al., 2010). 

 

5.2. L’hypométhylation aberrante de l'ADN est associée à la phase avancée de la 

maladie.  

Après criblage épigénomique, nous avons observé un profil d‟hypométhylation aberrante 

globale de  9 dans G1; SIII/IV,  118 dans G3; SI et 459 dans G3; SIII/IV (Tableau 2.1). 

L‟analyse fonctionnelle de ces gènes par IPA a montré que la majorité des gènes sont 

impliqués dans la signalisation cellule-cellule, l‟organisation et l‟assemblage cellulaire, 

l‟expression génique, le transport des molécules et la mort cellulaire (Figure 2.1 D). La 

plupart de ces gènes sont impliqués dans les mécanismes de tumorogénèse, d‟invasion, de 

migration cellulaire et de métastase, y compris ceux du CEO (Tableau 2.2). Contrairement 

à l'hyperméthylation,  l‟hypométhylation de l'ADN n‟a été observée que dans les tumeurs 

séreuses de haut grade (G3). Cette observation a été confirmée en utilisant la même 

approche épigénomique pour étudier le profil de méthylation dans les cellules primaires de 

tumeurs ovariennes isolées  des patientes, avant et après leur chimiothérapie. Ces deux 

patientes présentent le CEO avancé (G3; SIII/IV). L‟avantage de travailler dans un contexte 

génétiquement identique est qu‟il a été possible d‟éliminer tout le bruit de fond provenant 

des variations interindividuelles. Ainsi, la comparaison de deux paires de cellules primaires 

ovariennes, prélevées avant et après la chimiothérapie chez les mêmes patientes a permis 

d‟identifier un profil de méthylation similaire avec un profil d‟hypométhylation évidente  
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dans les échantillons post-chimiothérapie. Les gènes identifiés, au nombre de 46, sont 

impliqués dans la survie, l‟invasion et la prolifération cellulaire (Figure 2.4 A).  Ces 

observations confirment davantage l‟association d‟une hypométhylation massive de l‟ADN 

en lien avec la sévérité et la progression de la maladie. Nos résultats confirment ceux 

obtenus dans le cancer du foie portant sur 11 patients, avec identification  de 3 700 gènes 

hypométhylés. Ces gènes étant principalement impliqués dans la croissance cellulaire, 

l‟adhésion cellulaire et la communication, mobilité et invasion (Stefanska et al., 2011). 

Ainsi, comme décrit dans le chapitre 2, notre étude a montré pour la premiere fois que le 

role abberant de l‟hypométhylation dans la progression du CEO et plus spécifiquement le 

role de l‟hypométhylation de l‟ADN dans l‟induction des oncogènes et des gènes 

prométastatiques du CEO. L‟hypométhylation observée de ces gènes pourrait expliquée en 

partie l‟échec de la thérapie epigénétique des agents déméthylants l‟ADN dans les tumeurs 

solides notamment le CEO. Actuellement, les agents déméthylants sont de plus en plus 

utilisés dans le traitement du cancer y compris le cancer de l‟ovaire (Matei and Nephew, 

2010). Toutefois, à l'instar de d'autres drogues épigénétiques telles que les inhibiteurs 

d'histone déacétylase (HDAC), une  validation complète des données pour tester l'efficacité 

clinique des approches épigénétiques restent à établir. En outre, nos données soulèvent la 

crainte que les médicaments déméthylants, utilisés au cours de la phase avancée du CEO 

puisse avoir des effets néfastes liés à l'activation d‟oncogènes et des gènes 

prométastatiques. Ainsi, et comme suggéré récemment (Stefanska et al., 2011), la 

machinerie de déméthylation de l'ADN pourrait servir comme nouvelle approche 

thérapeutique contre le cancer y compris le CEO de type séreux. 
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5.3. Le profilage de la méthylation aberrante de l’ADN dans le CEO a permis 

l’identification de nouveaux gènes méthylés comme biomarqueurs potentiels de la 

progression tumorale.   

En utilisant l‟approche PCR par séquençage après conversion au bisulfite (BSP), nous 

avons confirmé le statut d‟hyperméthylation de plusieurs gènes à domaine homéobox qui 

sont significativement méthylés. Il s‟agit des gènes POU4F2, OTX2, RAX, BARHL2, 

HOXD3, FOXE1, SOX14, FOXB2 (figure supplémentaire 2.3.10.1). L‟hyperméthylation de 

ces gènes dans le CEO n‟a pas encore été reportée. Quant au gène FOXB2, son 

hyperméthylation n‟a jamais été décrite dans le cancer. On a identifié 132 gènes 

hyperméthylés dans tous les sous-groupes. L‟analyse par IPA a également montré 

qu'environ la moitié (n = 63) est fonctionnellement liée aux mécanismes de l'apoptose avec 

une fonction potentielle de gène suppresseur de tumeur. Parmi ces gènes, on note AIM1, 

AKAP12, CDKN2A, CYP1B1, FOXF2, HOXA9, HOXA10, IRX1, NRN1 et SSTR1. Des 

études antérieures ont déjà démontré l‟hyperméthylation des gènes CDKN2A, HOXA9 et 

HOXA10 dans le  CEO (Abou-Zeid et al., 2011; Wu et al., 2007).  

En plus des gènes régulateurs du développement, notre approche épigénomique couplée au 

BSP, a également conduit à l'identification de plusieurs nouveaux gènes hyperméthylés 

dans le CEO de type séreux. Parmi ces gènes, on note TNK1, DMRT3, LECT1, TUBB6, 

CADPS, GRK7, NETO1, LAMB1, HSPA1A, HSPA1L et PCDH17 (Figure 2). Certains de 

ces gènes, comme TNK, DMRT3, LECT1, LAMB1, PCDH17, CADPS et TUBB6, sont 

potentiellement des gènes suppresseurs de tumeurs. Des études ont montré que la perte 

d‟expression de ces gènes dans les tumeurs est souvent associée au pronostic moins 

favorable (Haruki et al.; Iwamoto et al., 1987; Kang et al.; Leandro-Garcia et al.; May et 
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al.; Mera et al., 2009; Miller et al.). À l'exception de PCDH17 (Haruki et al.), ces gènes 

n‟ont jamais été reportés comme hyperméthylés dans les cancers humains.  

La validation du statut de méthylation par BSP a permis également d‟identifier de 

nouveaux gènes cibles de l‟hypométhylation dans la phase avancée du CEO séreux. Ces 

gènes comprennent TGFB1I1, GALNT3, BCAT1, ARC et CAPS (Figure 2.3). Le rôle de ces 

gènes dans l'étiologie du CEO demeure encore inconnu. Cependant, TGFB1I1, GALNT3 et 

BCAT1 sont déjà connus comme impliqués dans l'invasion tumorale et les métastases dans 

d'autres types de cancers (Deakin and Turner, 2011; Inoue et al., 2007; Yoshikawa et al., 

2006).  En plus, CAPS a été caractérisé comme un nouveau marqueur potentiel du cancer 

de l'endomètre (Voisin et al., 2011). Nous avons, par la suite, validé le statut de méthylation 

par BSP (Figure 2.4 B) et l‟expression génique par la RT-PCR semi-quantitative de quatre 

gènes qui sont hypométhylés dans les échantillons post-chimiothérapeutiques. Il s‟agit de 

RUNX1, RUNX2, EPSTI1 et ELL3 (Figure 2.4 C) qui sont connus pour leur rôle dans la 

croissance tumorale, l‟invasion et la métastase (de Neergaard et al., 2010; Doll et al., 2009; 

Johnstone et al., 2001; Pratap et al., 2005).  

Cette étude a permis d‟identifier de nouvelles cibles épigénétiques qui permettront de 

caractériser de nouveaux biomarqueurs efficaces pour le pronostic et la thérapeutique au 

cours de la prise en charge du cancer de l‟ovaire. 

 

5.4. L’expression de RUNX1 dans les tumeurs ovariennes est associée à la 

prolifération avec arrêt du cycle cellulaire en phase G1, à l’invasion et à la métastase. 

Dans le chapitre précédent, nous avons identifié RUNX1 comme hypométhylé et 

surexprimé dans des cultures primaires de cellules post-CT par rapport aux cellules 
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correspondantes pré-CT provenant de deux patientes du CEO de type séreux. Par la suite, 

nous avons évalué son expression dans les tissus cancéreux de l‟ovaire. Nos micropuces à 

tissus (TMA) comportent, en triplicata,  117 tumeurs séreuses, dont 13 à faible potentiel de 

maligninité ou borderline (LMP). Chaque sous-groupe de tumeurs de haut grade et de 

tumeurs métastatiques de l‟épiploon comportent 52 échantillons. Les tissus normaux, au 

nombre de 13, sont également présentées sous forme de contrôles. Ainsi, le tableau 3.1 

présente les principales caractéristiques cliniques de ces patientes pour lesquelles des 

données cliniques suivies jusqu'à 5 ans étaient disponibles. L‟analyse de l‟expression 

protéique de RUNX1 par IHC a montré une forte expression non seulement dans les tissus 

métastatiques (épiploons), mais aussi dans les tumeurs primaires de haut grade et même 

dans les tumeurs borderline (LMP) par rapport aux tissus normaux de l‟ovaire (Figure 3.2). 

En effet, nous n‟avons pas trouvé d‟association entre le taux de survie des patientes et les 

courbes de survie Kaplan–Meier,  basées sur l‟intensité de son expression protéique. 

RUNX1 étant hypométhylé dans les cellules primaires post-chimiothérapeutiques, cela 

suggère que sa surexpression dans la phase avancée de la maladie (métastatique) pourrait 

s‟expliquer par des mécanismes épigénétiques, notamment l‟hypométhylation des ilots 

CpG de son promoteur. Ici, nous avons montré une tendance non significative à 

l‟hypométhylation de la séquence d'ADN situé entre les nt-2475 et nt-2056, en amont du 

premier exon de RUNX1 des isoformes 1 a et 1 b dans les tumeurs d‟épiploon du COE 

(métastatiques), comparée aux tumeurs primaires (Figure 3.1). En effet, contrairement aux 

cellules post-chimiothérapiques dans le chapitre précédent, l‟hypométhylation ne semble 

pas avoir beaucoup d‟impact sur l‟expression de RUNX1 dans les tumeurs métastatiques. 

Nos résultats confirment certaines données de la littérature sur le rôle oncogénique de 

RUNX1 ;  sa surexpression étant associée au développement du carcinome métastatique 
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invasif de l‟endomètre (Doll et al., 2009; Planaguma et al., 2004), de la leucémie (Roumier 

et al., 2003) ainsi que la promotion de la carcinogenèse des tissus épithéliaux (Scheitz et al., 

2012).  

Par la suite, nous avons investigué l‟implication fonctionnelle de la surexpression de 

RUNX1 dans la tumorogénèse du CEO en réalisant sa suppression dans les cellules 

SKOV3. Nos résultats d‟analyses fonctionnelles ont mis en évidence la capacité 

oncogénique de RUNX1 dans le CEO de type séreux avec un rôle potentiel dans la 

prolifération cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire, la migration et l‟invasion des cellules 

(Figure 3.4). En effet, on observe que chez les cellules sous-exprimant RUNX1 ont une 

nette diminution de la capacité à proliférer avec arrêt du cycle cellulaire en phase G1. De 

plus, la capacité de ces cellules à migrer et à s‟évader est également atténuée. Nos données 

confirment donc certaines données récentes de la littérature montrant que RUNX1 est 

requis pour la croissance des cellules tumorales ainsi que les processus d‟invasion et de 

métastase de certains types de cancer, comme le cancer de la peau, de la tête, du cou, de la 

prostate, du colorectum et endométrioïde (Planaguma et al., 2004; Scheitz et al., 2012; 

Slattery et al., 2011; Yeh et al., 2009). 

 

5.5. La signature moléculaire de la suppression de RUNX1 dans les cellules du CEO 

est associée à la surexpression des gènes impliqués dans l’apoptose et la régulation du 

cycle cellulaire et à la sous-expression des gènes de la voie PI3K-AKT et NOTCH. 

Suite à la suppression de RUNX1 dans les cellules du CEO, la technologie des  micropuces 

à ADN a été utilisée pour étudier les mécanismes moléculaires et les voies biologiques 

associés aux différents phénotypes cellulaires. L‟analyse du réseau d‟expression génique 
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par le logiciel IPA a permis d‟identifier une liste de 334 gènes induits et 607 gènes 

réprimés dans les cellules de SKOV3, après suppression de RUNX1 dans le clone shARN-

RUNX1 (sh-cl4), par rapport au contrôle (2 fold; p=0.05). Les gènes réprimés étaient 

fonctionnellement impliqués dans le cycle cellulaire, l'adhésion cellulaire, la croissance et 

la prolifération cellulaire, la régulation de la transcription, le métabolisme et le transport 

des molécules. De même, la suppression de RUNX1 a été associée à l'induction de gènes 

liés à l'apoptose, au cycle cellulaire, à l‟adhésion cellulaire, à la croissance et à la 

prolifération cellulaire, à la régulation de la transcription et au métabolisme (Tableau 3.2 et 

Figure 3.6). La comparaison de notre liste de gènes avec celles de la littérature a montré 

que la plupart des gènes différentiellement modulés étaient des cibles transcriptionnelles 

directes de RUNX1.  Ainsi, le rôle potentiel de gène suppresseur de tumeur est déjà connu 

pour la plupart des gènes induits. C‟est le cas des gènes encodant pour des protéines 

impliquées dans l'induction de l'apoptose (CCNA1, CCNB1, GADD45A, ATF3, IL1A, TGF 

beta) (Ehrhardt et al., 2011; Glinsky, 2006; Kim et al., 2003; Pollock et al., 2003; Porter et 

al., 2000; Xu et al., 2011; Yan and Boyd, 2006; Zerbini et al., 2004), la suppression de la 

progression du cycle cellulaire et de la survie (CD55, SFN) (Dhar et al., 2000; Hamstra et 

al., 2000; Laronga et al., 2000; Meng et al., 2009a); la suppression de l'invasion des cellules 

et/ou des métastases (SMA, CXCL3, DCN, FGF2, GJA1) (Aggarwal and Sung, 2009; Fukai 

et al., 2003; Iozzo et al., 2011; Korah et al., 2000; Plante et al., 2011),  de l‟adhésion 

cellulaire (CD34) (Krause et al., 1996) étant majoritairement sur-surexprimés après 

suppression de RUNX1 (Figure 3.7 A). Plusieurs auteurs ont rapporté que la plupart de ces 

gènes modulent négativement la tumorogénèse ovarienne. Par exemple, CCNA1, DCN, 

GADD45A et SFN sont connus comme des gènes suppresseurs potentiels de tumeur  dans le 

CEO (Akahira et al., 2004; Hollander et al., 2001; Nash et al., 2002; Rivera et al., 2006). 
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De même, l‟expression augmentée des gènes SMA et ATF dans les tumeurs du CEO est 

associée à une issue favorable de la maladie avec diminution de l'invasion tumorale (Syed 

et al., 2005). L‟inhibition de CCNB1 (Lee et al., 2011) et de GJA1 (Li et al., 2007) a été 

associée respectivement au degré métastatique et à la chimiorésistance du CEO. De même, 

la majorité des gènes sous-exprimés après suppression de RUNX1 appartiennent à la voie 

de signalisation classique de l‟oncogenèse à savoir les voies NOTCH et PI3K-AKT 

(Figure 3.7 B).  Cette dernière étant connue comme l‟une des voies de signalisation 

majeure impliquée dans l‟étiologie du CEO (Nicosia et al., 2003). Parmi le réseau de gènes 

figurent les gènes AR, BMP4, BMP6, BMP7, CDH1, DLX5, FGFR2, FGFR3, HOXA10, 

ID2, LEF1, MEIS1, MMP1, MMP7 et les gènes impliqués dans la voie de signalisation de 

Notch (NOTCH3, SNAI1, SPARC, WNT3A, WNT5A). Ces gènes sont déjà connus comme 

étant impliqués dans la croissance et la prolifération cellulaire, la migration, l‟invasion et la 

métastase du COE. En effet, les gènes BMP4, BMP6, BMP7, CDH1, LEF1, MEIS1, 

NOTCH3, WNT3A et WNT5A sont fonctionnellement impliqués dans la tumorogénèse 

ovarienne (Crijns et al., 2007; Lu et al., 2004; McLean et al., 2011; Rask et al., 2003; 

Symowicz et al., 2007). De même, les gènes ID2, MPP1, MPP7, SNAI1, SPARK sont 

associés à la métastase du CEO (Chen et al., 2012; Karam and Dorigo, 2012; Lu et al., 

2012; Meng et al., 2009b). Nos données confirment les résultats précédents sur 

l'implication possible de RUNX1 dans les processus d‟invasion et de métastase des 

métalloprotéines dans les tumeurs gynécologiques (Planaguma et al., 2011). Ainsi, nos 

résultats soutiennent le rôle oncogène de RUNX1 dans la cancérogenèse du CEO. Étant 

donné que les trois protéines RUNX reconnaissent des motifs communs de séquence ADN, 

il serait intéressant d'étudier le rôle des autres membres de la famille de gènes RUNX dans 

la formation et la progression de CEO.  
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5.6. L’expression de RUNX2 dans les tumeurs ovariennes est associée à la 

prolifération, à l’invasion et à la métastase. 

Dans un premier temps, nous avons évalué l‟expression protéique de RUNX2 par 

immunohistochimie (IHC) dans les tumeurs séreuses du CEO par rapport aux tissus 

normaux de l‟ovaire sur des micropuces de tissus (TMA). Nous avons utilisé le même 

TMA précédant (pour RUNX1) afin d‟évaluer l‟expression de RUNX2. Ainsi, nos résultats 

d‟analyse de l‟expression protéique de RUNX2 ont montré une expression 

significativement plus élevée, non seulement dans le tissu métastatique, mais aussi dans les 

sous-groupes de LMP et de tumeurs de haut grade par rapport aux tissus normaux (Figure 

4.1). Nos résultats confirment ceux de la littérature ayant montré l‟implication fonctionnelle 

de RUNX2 dans les processus métastatiques et d‟invasion tumorale. Ainsi, des études 

antérieures ont identifié la protéine RUNX2 surexprimée dans différents types de cancers 

dont le lymphome/leucémie (Blyth et al., 2010), le cancer des os (Martin et al., 2011), du 

sein (Pratap et al., 2005), de la prostate (Akech et al., 2010), de la thyroïde (Niu et al., 

2012) et du pancréas (Kayed et al., 2007). De même, une étude récente a montré que la 

surexpression de RUNX2 dans le CEO de type séreux était étroitement associée à un 

mauvais pronostic chez les patientes (Li et al., 2012b). Cependant, les courbes de survie 

Kaplan–Meier  basées sur l‟intensité de son expression protéique n‟ont pas montré 

d‟association avec le taux de survie des patientes.  

Par la suite, nous avions réalisé la technique BSP pour vérifier l‟hypothèse de la 

surexpression de RUNX2 dans les tumeurs par hypométhylation. Pour cela, nous avons 

procédé à la validé du statut de méthylation de RUNX2 dans les métastases de l‟épiploon 

par rapport aux tumeurs primaires en ciblant la région promotrice proximale du gène 



241 

 

RUNX2, qui s'étend entre nt-2816 et nt-2531 en amont du codon d‟initiation de la 

transcription ATG de l'isoforme 3 de RUNX2 (figure supplémentaire 4.9). Cette séquence 

d‟ADN contient  12 sites CpG (Figure 4.2). Contrairement à la modulation épigénétique 

par méthylation de RUNX2 dans les cellules primaires post-chimiothérapeutiques, l'analyse 

de la méthylation par BSP indique que l'hypométhylation de l'ADN n'a aucune incidence 

sur son expression au stade avancé  de la maladie (métastatique). Ces résultats suggèrent 

que la surexpression de RUNX2 dans les tumeurs semble être médiée par des mécanismes 

génétiques ou épigénétiques autres que la méthylation.  

Nous avons par la suite investigué l'implication fonctionnelle de RUNX2 dans les 

mécanismes de la tumorogénèse ovarienne.  

 

5.7. La suppression de RUNX2 dans les cellules du CEO induit la surexpression des 

gènes associés à la morphologie cellulaire et à l’apoptose avec la sous-expression des 

gènes impliqués dans le métabolisme, la croissance et la prolifération cellulaire. 

En utilisant la technique d‟interférence ARN, nous avons établi deux clones stables (cl3 et 

cl6) sous-exprimant RUNX2 dans les cellules SKOV3 (Figure 4.3). Le choix de SKOV3 se 

justifie par une forte expression endogène de notre gène d‟intérêt dans cette lignée 

cellulaire du cancer de l‟ovaire. Nous avons étudié l'impact de la suppression du gène 

RUNX2 sur la prolifération des cellules, le contrôle du cycle cellulaire, la migration, et 

l‟invasion. Enfin, nous avons évalué la sensibilité des cellules avec suppression de RUNX2 

au cisplatine et au paclitaxel qui sont des médicaments habituellement utilisés pour la 

chimiothérapie de première ligne. La suppression de notre gène d‟intérêt conduit à une forte 

diminution du nombre de cellules prolifératives  par rapport aux cellules contrôles tel 
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qu‟indiqué par l'index cellulaire (Figure 4.4 A). De même, l'analyse de la formation de 

colonie montre que la suppression de RUNX2 réduit significativement la capacité des 

cellules à former des colonies (Figure 4.4 B). En outre, la répression de RUNX2 inhibe 

significativement la migration et l‟invasion des cellules SKOV3 à travers le filtre de la 

chambre de Boyden. Enfin, la suppression de RUNX2 n'a eu aucun impact significatif sur la 

sensibilité à la cisplatine et au paclitaxel (données non présentées). 

 

La technologie des micropuces à ADN a été utilisée pour mieux comprendre les 

modifications d‟expression génique globales associées aux différents phénotypes cellulaires 

suite à la suppression de RUNX2. Pour cela, le clone 3 (cl3) a été utilisé en raison d‟une 

suppression plus significative de RUNX2 (3.36 fois) par rapport au clone 6 (cl6). L‟analyse 

comparative des différents profils d‟expression génique du clone cl3 par rapport au clone 

contrôle a permis d‟identifier 338 gènes (87 surexprimés et 251 sous-exprimés) 

différentiellement exprimés de façon significative (2 fold; p=0.05).  

À l‟aide du logiciel IPA, nous avons confirmé que la suppression de RUNX2 était associée 

à la sous-expression des gènes fonctionnellement impliqués dans le métabolisme, la 

croissance et la prolifération cellulaire, la régulation de la transcription, la transduction du 

signal, le transport cellulaire et la réponse immune et inflammatoire. Par contre, les gènes 

induits sont pour la plupart fonctionnellement liés à la morphologie cellulaire, l'apoptose et 

aux interactions cellulaires (Tableau 4.2). La Figure 4.7 montre les principaux réseaux 

génétiques surexprimés après suppression de RUNX1. Le gène UBC semble avoir un rôle 

central dans ce profil génique (Figure 4.7 A). Les ubiquitines semblent jouer un rôle très 

important durant la carcinogenèse. En effet, certaines études montrent que l‟ubiquitine C 

(UBC) est un régulateur négatif de la carcinogenèse de la peau, de par sa capacité à 
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diminuer la croissance cellulaire et induire l‟apoptose (Kim et al., 2004) . Parmi ce réseau 

de l‟UBC figurent des gènes  impliqués dans la morphologie cellulaire (KRT17, LMNB1, 

MARCKS, MYH6, PVR, SEPT9, WASF2) et l'apoptose (ARHGDIA, BCL2L1, CRYAB, 

CTFG, EZR, ITGB2). La plupart de ces gènes ont été décrits dans la littérature comme de 

potentiels suppresseurs de tumeurs. Par exemple le gène CRYAB a été décrit comme un 

potentiel suppresseur de tumeur dans le carcinome du nasopharynx (Huang et al., 2012), 

alors que l'expression de la protéine BCL-XS (BCL2L1) était associée à une diminution de 

la prolifération et l'induction de l'apoptose dans les tumeurs, notamment dans les cellules du 

carcinome du colon (Fridman et al., 1998; Mansour et al., 2011). De même, la surexpresion 

de CTGF a été associée à l'apoptose et à la diminution de l'invasion des cellules tumorales 

(Capparelli et al., 2012; Hishikawa et al., 1999; Yang et al., 2012). L‟expression du gène 

PPM1A (PP2C) induirait l‟arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose via l'activation de la voie 

p53 [48].  Le gène NF2 a été caractérisé comme un gène suppresseur de tumeur dans 

différents types de cancers (Lecomte et al., 2005; Li and Giancotti, 2010; Morrow et al., 

2011).  

Après suppression de RUNX2 (Figure 4.7 B) nous avons observé une forte diminution d‟un 

ensemble de gènes dont la plupart a été rapportée dans la littérature comme des oncogènes 

potentiels de la tumorogénèse ovarienne (PTGS1/COX1, FGF2, IL1A, Sapk, C/ebp, SELE, 

UBQLN1, PSAT1, ALDH1A1, GDF15, MTHFD2) (Bock et al., 2010; Brard et al., 2011; 

Daikoku et al., 2007; Li et al., 2012a; Lu et al., 2004; Madsen et al., 2012; Mann et al., 

2010; Papacleovoulou et al., 2011; Stone et al., 2003; Sundfeldt et al., 1999). En effet, les 

gènes  MMP1, MMP13 et Creb ont été décrits dans les processus d‟invasion et de métastase 

tumorale du CEO (Agarwal et al., 2010; Alper et al., 2001; Hantke et al., 2003). D‟autres 

gènes sous-exprimés sont connus dans d'autres types de cancer pour leur rôle dans la 
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régulation de la prolifération des cellules tumorales (Creb, C/ebp, ATF3, ATF4) (Casaburi 

et al., 2012; Duprez, 2004; Kinjo et al., 2005; Tamura et al., 2005), l‟invasion (MTHFD2, 

FGF2) (Lehtinen et al., 2013; Taraboletti et al., 2010) et la métastase (PTGS1/COX1, la E-

sélectine, ATF3, FGF2, IL1A, MMP1, MMP13) (Karnezis et al., 2012; Nakanishi et al., 

2001; Okada-Ban et al., 1999; Sternlicht and Werb, 2001; Yamaoka et al., 2011; Yan and 

Boyd, 2006). Ainsi, nos données confortent davantage le concept du rôle oncogénique de 

RUNX2 dans le CEO et conformément aux observations antérieures, en raison de ses 

fonctions assez universelles dans la tumorogénèse, y compris l'invasion et la métastase 

tumorale. 

5.8. RUNX2 et RUNX1 induisent des phénotypes cellulaires similaires par des 

mécanismes moléculaires différents.  

Comparativement à nos résultats sur les études fonctionnelles de RUNX1 [25], les 

phénotypes cellulaires induits après la suppression de RUNX1 et RUNX2 dans les cellules 

SKOV3 étaient similaires sur la progression du CEO en termes de prolifération, de 

migration et d‟invasion cellulaire. Étant donné que les trois protéines RUNX reconnaissent 

des motifs communs de séquence d‟ADN (Huang et al., 1999), nous avons analysé et 

comparé, à partir de nos données d‟expression génique globale, les gènes qui sont modulés 

par RUNX1 et RUNX2. Cette comparaison nous permettra d‟avoir un aperçu des 

mécanismes d'action spécifiques et/ou communs  de RUNX1 et RUNX2 dans le CEO. La 

Figure 4.8 A nous montre que les deux gènes ont en commun peu de gènes modulés. Une 

analyse supervisée de type «cluster» a été exécutée et 95 gènes exprimés différemment de 

façon significative entre les deux types de clones sous-exprimant RUNX1 et RUNX2 (2 

fold, p=0.05) (Figure 4.8 B). En effet, parmi ces gènes, 52 gènes étaient relativement sous-
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exprimés dans le clone de SKOV3 avec suppression de RUNX2 comparée à celui de 

RUNX1. Ces gènes étaient fonctionnellement impliqués dans le métabolisme, le 

développement cellulaire et la signalisation cellulaire (Figure 4.8 C). Par contre, les gènes 

réprimés dans le clone avec suppression de RUNX1 par rapport à celui de RUNX2 étaient 

principalement impliqués dans le mouvement cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire et le 

transport des molécules (Figure 4.8 D).  

Bien que RUNX1 et RUNX2 modulent l‟expression de quelques gènes en commun, ces 

observations nous montrent que les deux gènes semblent avoir des mécanismes 

moléculaires distincts associés à des voies fonctionnelles associées spécifiques pour la  

progression du CEO. En effet, RUNX1 et RUNX2 modulent potentiellement l'expression 

de MMP1, MMP19, PTGS1/COX1 et p8/NUPR1. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure 

complètement certains mécanismes communs entre RUNX1 et RUNX2 dans les cellules du 

CEO, puisque leur suppression conduit à la répression du gène pro-métastatique p8/NUPR1 

(Cano et al., 2011; Sandi et al., 2011), ainsi qu‟à la diminution de l'expression des gènes 

MMP1, MMP19 et PTGS1/COX1 ayant un rôle connu dans la progression et la 

dissémination du CEO (Daikoku et al., 2005; Kanamori et al., 1999; Zhao et al., 2012). 
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6- Conclusions et Perspectives 
La précédente étude avait pour but de caractériser, à haute résolution, les changements 

associés à la méthylation de l‟ADN dans le CEO de type séreux en fonction de l‟agressivité 

de la tumeur. Par un criblage épigénomique,  l‟analyse des profils de méthylation abberante 

dans les différents grades des tumeurs a mis en évidence des signatures de méthylation 

distincts associés à l‟agressivité et à la progression de la maladie.  Par deux approches 

différentes (une comparant les différents grades de tumeur par rapport aux tissus normaux 

de l‟ovaire,  et une autre comparant des cellules primaires pré-chimiothérapeutiques de 

l‟ovaire à des cellules du même type et des mêmes patientes mais post-

chimiothérapeutiques), les études présentées dans cette thèse ont démontré clairement que 

l‟hyperméthylation est un événement très précoce de la carcinogenèse avec suppression des 

gènes ayant un rôle protecteur alors que l‟hypométhylation massive est associée à la phase 

avancée de la maladie avec la surexpression des gènes impliqués dans l‟invasion et la 

métastase.  

 

Les gènes hyperméthylés sont  fonctionnellement impliqués dans le développement, 

l‟expression génique, le mouvement cellulaire, la prolifération, la croissance et le cycle 

cellulaire. Ces gènes sont pour la plupart associés aux mécanismes de l‟apoptose.  

Les sites d‟hyperméthylation dans les différents groupes de tumeurs ont montré, par 

l‟analyse bioinformatique, une corrélation significative avec les sites de méthylation triple 

de H3K27 (une modification répressive de chromatine) dans les cellules souches. Ces 

observations supportent l‟hypothèse des cellules souches comme étant à l‟origine du cancer 

dans lesquelles la répression génique réversible est remplacée par une répression 
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permanente en condamnant les cellules dans un état perpétuel d‟auto-renouvellement se 

traduisant par une transformation maligne subséquente.  

 

Les gènes hypométhylés dans les différents grades sont  fonctionnellement impliqués dans 

la signalisation cellule-cellule, l‟interaction cellulaire, l‟assemblage et l‟organisation 

cellulaire, le transport des molécules et la mort cellulaire. Ces gènes sont également pour la 

plupart associés aux mécanismes de migration, d‟invasion cellulaire, de métastase et de 

chimiorésistance dans différents types de cancers notamment le CEO. De plus, les gènes 

hypométhylés (46 gènes) dans les cellules primaires post-chimiothérapeutiques étaient 

fonctionnellement associés à la croissance et la prolifération cellulaire, le contrôle du cycle 

cellulaire, le mouvement cellulaire, la réplication, la recombinaison et la réparation de 

l‟ADN. La majorité de ces gènes est également impliquée dans les processus d‟invasion 

tumorale et de métastase.  

 

Les signatures de méthylation présentées dans les chapitres précédents a permis d‟identifier 

de nouvelles cibles épigénétiques qui permettront de caractériser de nouveaux 

biomarqueurs efficaces pour le pronostic et la thérapeutique au cours de la prise en charge 

du CEO. Plus spécifiquement, de nouveaux gènes hyperméthylés ont été identifiés et 

validés par BSP dans les différents grades du CEO. Il s‟agit  des gènes  TNK1, DMRT3, 

LECT1, TUBB6, CADPS, GRK7, NETO1, LAMB1, HSPA1A, HSPA1L et PCDH17. De 

même, les gènes TGFB1I1, GALNT3, BCAT1, ARC et CAPS ont été validés comme étant 

de nouveaux gènes hypométhylés dans le CEO. D‟autres gènes candidats tels que RUNX1, 

RUNX2, EPSTI1 et ELL3  ont été identifiés comme hypométhylés et surexprimés dans les 
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cellules primaires post-chimiothérapeutiques. De plus, la validation par BSP du statut de 

méthylation de d‟autres gènes candidats potentiels pourrait être effectuée. 

Pour mieux comprendre davantage l‟implication de RUNX1 et RUNX2 dans la progression 

et la chimiorésistance, des études fonctionnelles impliquant la sous-expression de ces gènes 

dans des lignées cellulaires de cancer de l‟ovaire ont été effectuées. Ces études ont comme 

but d‟analyser l‟impact de l‟expression de ces gènes sur la survie cellulaire et la réponse à 

divers agents chimiothérapeutiques. Ainsi, nous avons montré qu‟il y avait une tendance à 

l'hypométhylation non significative de RUNX1 dans les tissus métastatiques par rapport aux 

tumeurs primaires, tandis qu‟aucune tendance n‟a été observée avec RUNX2. L'expression 

protéique par immunohistochimie de RUNX1 et RUNX2 était significativement plus élevée 

dans les tumeurs ovariennes par rapport aux tissus normaux. Les analyses fonctionnelles 

ont montré que la suppression de RUNX1 et RUNX2 diminuait la prolifération des cellules 

EOC (avec arrêt du cycle cellulaire en phase G1 pour RUNX1), la migration et l‟invasion. 

Cependant, la suppression de RUNX1 ou de RUNX2 n‟a pas eu d‟effet sur la 

chimiosensibilité à la cisplatine ou au paclitaxel.  

Le profil d'expression génique et des analyses subséquentes de réseau et des voies de 

signalisation ont confirmé ces résultats. En effet, de nombreux gènes et voies connues 

précédemment impliqués dans la tumorogénèse ovarienne, y compris l'invasion tumorale et 

les métastases, se sont avérés réprimés après suppression de RUNX1, tandis qu'un nombre 

de gènes pro-apoptotiques et certains gènes suppresseurs potentiels du CEO ont été induits. 

De même, la suppression de RUNX2 dans les cellules du CEO  était également associée à la 

suppression d'un certain nombre de gènes connus pour promouvoir l'initiation et la 

progression du CEO. 
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Bien que RUNX1 et RUNX2 exercent des effets similaires sur les cellules du CEO, la 

comparaison de données de micropuce a montré que ceux-ci utilisent néanmoins des 

mécanismes moléculaires distincts, spécifiques pour chaque gène. De façon générale, nos 

données indiquent un fort potentiel oncogénique de ces deux facteurs de transcription dans 

la progression du CEO. De ce fait, des études plus approfondies sur leur rôle dans la 

tumorogénèse CEO doivent être effectuées. Ainsi, il serait essentiel de confirmer ces 

résultats dans un contexte in vivo en injectant ces clones sous-exprimant RUNX1 et RUNX2 

dans des souris immunodéficientes afin d‟évaluer leur rôle sur l‟expansion tumorale et la 

formation de métastases. De plus, il serait intéressant de déterminer la contribution de 

RUNX1 et RUNX2 au programme d'expression génique au cours de la progression du CEO 

en utilisant la technique ChIP-seq.  Cette approche expérimentale permettra de suivre 

l'évolution des gènes cibles de RUNX1 et RUNX2 qui sont associés à la progression de la 

maladie.  Comme pour RUNX1 et RUNX2, il serait intéressant d‟investiguer le rôle de 

RUNX3 dans la carcinogenèse du CEO. 

 

En terminant, les différents résultats décrits dans cette thèse soulignent le potentiel de la 

technologie des micropuces à ADN dans le diagnostic du cancer de l‟ovaire. Cette approche 

pourrait avoir une implication clinique importante dans la détection précoce du CEO, la 

prédiction à la chimiorésistance et dans la définition d‟un traitement optimal et 

personnalisé.  
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