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Les premiers concepts soulignant le role central des altérations génomiques dans la
survenue du cancer ont émergé vers la fin du 19¢me et le début des 20 siecles grace aux
travaux de David Von Hansemann [1890] et Theodor Boveri [1914]. En examinant au
microscope des mitoses de cellules cancéreuses, ils constataient la  présence de
remaniements chromosomiques. Ainsi, ils posaient I’hypothése que le cancer fiit un
ensemble de cellules anormales ayant des anomalies acquises du matériel chromosomique,
probablement vecteur de 1’hérédité. Suite a la découverte de I’ADN comme étant la
molécule du support de I’hérédité [Avery et al., 1944], puis la caractérisation de sa structure
par Watson et Crick en 1953, cette thése était appuyée par la démonstration que les agents
génotoxiques, provoquant des mutations, favorisaient le développement du cancer.
Ultérieurement, en 1956 Tjio et Levan montraient que I’homme avait 46 chromosomes, alors
que la valeur retenue jusque la était de 48 chromosomes. En 1960 Nowell et Hungerford
découvraient un chromosome remanié appartenant au groupe G dans les cellules de moelle
osseuse de sujets atteints de leucémie myéloide chronique (LMC). Cette anomalie
chromosomique, appelée depuis chromosome Philadelphie (Ph), est restreinte aux seules
cellules leucémiques puisqu’elle n’est pas détectée dans lymphocytes T cultivés en présence
de phytohémagglutinine (PHA) de ces patients et est donc acquise. Ces découvertes
initiaient le concept que des altérations chromosomiques peuvent étre spécifiques d’un type
de prolifération maligne. Ces anomalies chromosomiques se révélaient acquises, ¢’est a dire

limitées aux cellules malignes et clonales c’est & dire provenant en régle d’une seule cellule.

A partir de 1970, I’introduction de la technique des bandes chromosomiques permettait
de démontrer que le Ph était le dérivé d’une translocation t(9;22)(q34;q11) [Rowley, 1973a].
L’évolution clonale chromosomique, d’abord décrite par Lejeune et Berger [Lejeune and
Berger, 1963] était observée lors de la transformation aigué de LMC [Mitelman et al., 1976].
D’autres altérations chromosomiques « non aléatoires » étaient décrites, comme récurrentes
au sein d’un groupe de tumeurs, voire méme spécifiques d’un type de cancer [Berger, 2007 ;

Rowley, 2008].

En 1972, Manolov et Manolova rapportaient sur les caryotypes de tumeurs de
lymphome de Burkitt (LB), un chromosome 14q+, qui était identifié¢ ultérieurement comme

une translocation t(8;14)(q24;q32) par Zech en 1976 [Zech et al., 1976]. En 1979, les
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translocations variantes de la t(8;14) : t(2;8)(p12;q24) et t(8;22)(q24;q11) étaient décrites
[Van Den Berghe ; 1979 ; Berger et al., 1979].

Ces translocations variantes montraient que 8q24 ¢tant commun aux trois
translocations [Bernheim et al., 1980, 1981, 1983] ce qui conduisait a 1’hypothése d’un
facteur transformant identique. La localisation des génes immunoglobulines (IG) sur les
chromosomes 2p12, 14q32 et 22q11, suggérait un effet de position du facteur transformant
en 8q24, a I’époque inconnue [Lenoir et al., 1981, 1982]. Cette hypothése -était
ultérieurement vérifiée par le clonage de MYC localisé en 8q24, similaire a 1'oncogene de la
myelocytose aviaire virale 29 (v-myc) [Taub et al., 1982]. Ce geéne présent a 1’état normal
chez ’homme était baptisé proto-oncogene cellulaire. L’effet de position postulé alors, se
révele toujours exact et semble étre du aux enhancers des génes des IG.

L'hypotheése de génes impliqués dans des translocations récurrentes était vérifice et
¢largie aux geénes de fusions donnant naissance a des transcripts chimériques. Le
chromosome Philadelphie en est devenu le paradigme avec sa translocation entrainant la
fusion de BCR/22ql1 avec ABL/9q34 dont la tyrosine kinase devient constitutivement
activée. La découverte d’un inhibiteur spécifique de cette kinase qui entrainait 1’apoptose
des cellules Ph+ et donc la rémission compléte des malades, apportait la démonstration
compléte du role majeur dans I’oncogenese que jouaient les remaniements chromosomiques
de structure.

Parallelement il ¢était démontré que la transfection des cellules NIH3T3
phénotypiquement normales par de I’ADN total en provenance d’une tumeur humaine,
pouvait transformer ces derniéres en cellules cancéreuses [Krontiris and Cooper, 1981; Shih
et al., 1981]. L’isolement de la séquence d’ADN a I’origine de cette activité transformante a
permis I’identification de la premiére mutation somatique de 1’oncogene HRAS [Reddy et
al., 1982; Tabin et al., 1982].

Virtuellement toutes les cellules de I’organisme en prolifération peuvent étre le siege
d’une transformation maligne [Hanahan and Weinberg, 2000]. Le cancer le plus fréquent est
le carcinome, d’origine épithéliale. Le carcinome squameux dérive de 1’épithélium de
revétement, alors que 1’adénocarcinome nait de 1’épithélium glandulaire. Dans les autres
proliférations malignes non épithéliales, les sarcomes proviennent du mésenchyme, les
hémopathies malignes naissent a partir des progéniteurs sanguins ou du systéme immunitaire
et les tumeurs neuro-ectodermiques proviennent du systéme nerveux. Un certain nombre de
cancers n’obéissent pas a cette classification car la cellule tumorale étant dédifférenciée, son

origine reste difficile a déterminer [Hanahan and Weinberg, 2000].
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Bien qu’elles soient phénotypiquement  hétérogenes, ces tumeurs répondent
généralement au méme processus de carcinogenese. Chaque tumeur est la résultante d’un
processus de développement multi-étapes intéressant une population cellulaire au sein d’un
micro environnement fournie par le tissu d’origine [Stratton et al., 2009]. Dans ce mode¢le de
développement, la survenue d’un cancer repose sur 2 critéres, 1’acquisition continue de
mutations plus au moins aléatoire dans le génome de chaque cellule et la sélection qui
s’opere sur la diversité phénotypique conséquente. La sélection pourrait éliminer des cellules
ayant acquis des mutations déléteres, on parle alors de sélection négative, ou renforcer la
multiplication des cellules ayant acquis des mutations leur permettant de proliférer et
survivre par rapport aux cellules voisines, on parle alors de sélection positive [Stratton et al.,
2009]. Chez I’homme, probablement un millier de cellules arrivent a survivre a ce processus
et la majorit¢ d’entres elles ont un potentiel de croissance limité. Néanmoins et tres
occasionnellement, une cellule acquiert une série de mutations suffisamment avantageuses
lui permettant : de proliférer d’'une maniere autonome, d’envahir les tissus adjacents et de
donner des métastases.

Mon travail a consisté¢ a ¢tudier les altérations génomiques associées a la malignité.
Dans le premier chapitre de I’introduction, je décrierai les caractéristiques fonctionnelles de
la cellule cancéreuse. Dans le second chapitre de 1’introduction je rapporterai 1’état des
connaissances actuelles sur les altérations génomiques associées aux cancers et leurs
mécanismes de genese. Enfin dans le troisieme chapitre, je détaillerai les différentes

méthodes d’études de ces anomalies.
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I. Caractéristiques fonctionnelles de la cellule cancéreuse

En 2000, Hanahan and Weinberg proposaient 6 « sceaux » marquant la progression
multiétape de la carcinogenése et I’expression de la malignité. Ces 6 sceaux étaient : la
signalisation propre a une prolifération soutenue, 1’effondrement de [Dactivité des
suppresseurs de croissance, la résistance a la mort cellulaire, la capacité a une immortalité
réplicative, ’induction de I’angiogenése et 1’activation de l’invasion et la dissémination
métastatique. Le progres scientifique dans la compréhension du processus de carcinogenése
les 10 dernieres années, conduisait les auteurs [Hanahan and Weinberg, 2011] a introduire 3
autres sceaux : I’inflammation, la reprogrammation du métabolisme énergétique et la perte

de la réponse immune.

1. Prolifération cellulaire autonome
Une prolifération illimitée dans le temps est le trait fondamental de la cellule cancéreuse. La
prolifération et la croissance d’un tissu normal dépendent d’un équilibre entre 2 types de
signaux. L’entrée en cycle des cellules est sous le controle de signaux mitogenes. En
revanche, I’arrét de la division cellulaire résulte de la mise en place d’une cascade de
protéines qui supprime la multiplication cellulaire. Le cancer correspond a une rupture de cet

équilibre.

1.1. Dysfonctionnement des signaux mitogénes

Les cellules normales requicrent des signaux mitogeénes pour quitter le stade de
quiescence et entrer en cycle cellulaire. Ces signaux sont transmis a la cellule via des
récepteurs membranaires qui se lient a des différentes classes de ligands tels que les facteurs
de croissance solubles, les composants ancrés dans la matrice extra-cellulaire et les signaux
provenant des cellules adjacentes. Aucune prolifération cellulaire normale ne peut se
concevoir en 1’absence de ces signaux mitogénes [Hanahan and Weinberg, 2000] (Figure 1).
A la différence, les cellules tumorales présentent une faible dépendance par rapport a ces
signaux mitogeénes. Une des raisons avancées pour expliquer cette indépendance, est que
plusieurs cellules tumorales acquierent 1’aptitude de synthétiser elles méme des facteurs de
croissance qui une fois largués vont se lier a des récepteurs congénéres, initiant ainsi une
boucle de régulation autocrine [Fedi et al., 1997]. La production de PDGF ("platelet-derived
growth factor") et TGFa ("tumor growth factor o") par le glioblastome et le sarcome

respectivement [Fedi et al., 1997] illustre ce type de mécanisme. Les cellules cancéreuses
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peuvent également puiser ces facteurs de croissance dans le micro-environnement tumoral.
Elles envoient des signaux pour stimuler les cellules stromales, qui a leurs tours vont
répondre en synthétisant des facteurs de croissance d’ou un mécanisme de régulation
paracrine [Bhowmick et al., 2004; Cheng et al., 2008].

Les récepteurs membranaires qui transmettent le signal mitogeéne a I’intérieur de la
cellule peuvent étre dérégulés durant le processus d’oncogenése [Hanahan and Weinberg,
2000]. La partie intra-cytoplasmique de ces récepteurs contient souvent un domaine qui a
une activité tyrosine kinase (Figure 1). Plusieurs récepteurs comme le récepteur a I’EGF
("epidermal growth factor" ; Figure 1), sont exprimés a des taux faibles a I’état de base
[Hanahan and Weinberg, 2000]. En revanche, dans plusieurs types de cancers, un certain
nombre de ces récepteurs sont sur-exprimés, c’est I’exemple de ’EGFR ou de son
apparent¢ ERBB2/HER2/neu. Cette sur-expression semble rendre la cellule tumorale
hypersensible a des taux faibles de signaux mitogenes qui a des taux similaires n’induisent
pas de prolifération dans les conditions physiologiques [Fedi et al., 1997]. Cette
surexpression de récepteurs est souvent secondaire a une amplification ou une dérégulation
de la transcription des génes codants pour ces récepteurs. Des mutations dans les geénes
codants pour ces récepteurs peuvent aboutir a une activation constitutive de ces protéines
[DiFiore et al., 1987]. Par exemple les mutations du géne de I’EGFR a I’origine de formes
tronquées de la protéine résultent en une activation constitutive de ce récepteur [Fedi et al.,
1997] (Figure 1).

Le complexe récepteur tyrosine kinase-ligand une fois dans le cytoplasme va induire
une cascade de signalisation impliquant des médiateurs intracellulaires (Figure 1).
L’acquisition d’une prolifération cellulaire autonome par les cellules cancéreuses peut étre
secondaire a une dérégulation de ces médiateurs [Hanahan and Weinberg 2011]. La voie la
plus couramment impliquée dans les cancers est la voie: RAS-RAF-MAPK. Une altération
de la protéine RAS est retrouvée dans plus de 30% des cancers
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). Des mutations ponctuelles de RAS vont
compromettre ’activit¢ de I’oncoprotéine Ras GTPase qui normalement agit dans une
boucle de rétrocontrdle et induit un signal d’activation transitoire. L’action de la protéine
PI3K ("phosphatidylinositol-3-OH-kinase"), qui agit en aval de RAS induit une
multiplication et une croissance cellulaire, est contrdlée par PTEN ("phosphatase and tensin
homolog"). Une perte de I’expression du géne PTEN, qui entraine une amplification du
signal la protéine PI3K, est observée dans des tumeurs humaines [Jiang and Liu, 2009; Yuan

and Cantley 2008].
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Ce dysfonctionnement des signaux mitogenes va stimuler la prolifération cellulaire et
induit donc une croissance tumorale. Néanmoins, des études récentes ont rapporté qu’une
surexpression de certaines onco-protéines comme RAS va induire une sénescence et/ou une
apoptose cellulaire [Collado and Serrano, 2010; Lowe et al., 2004]. Ces réponses cellulaires,
en apparence paradoxales, semblent refléter un mécanisme intrinséque de défense cellulaire:
les cellules ayant une surexpression des signaux mitogenes seront éliminées. Dans une
cellule cancéreuse donnée, la surexpression relative d’un oncogene traduit un compromis
entre une surexpression maximale de cet oncogéne et I’échappement aux mécanismes de
défense cellulaire. Dans d’autres types de cancers, les cellules peuvent s’adapter a des taux

¢levés d’oncoprotéine en inhibant les voies qui déclenchent la sénescence et /ou 1’ apoptose.
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Figure 1: Réseau de signalisation des récepteurs EGFR et leurs ligands. Ces
derniers se lient a leurs récepteurs (numérotés de 1 a 4), entrainant la formation de
différents diméres. ErbB2 ne posséde pas de ligand (visualisé par une croix) et ErbB3 est
dépourvu d’activité kinase (indiqué par une croix). Aprés activation et phosphorylation
des récepteurs, plusieurs molécules adaptatrices (exemple: Grb2, p85) ou dotées
d’activité enzymatique (exemple : Src) sont recrutées. Elles vont ensuite activer d’autres
diverses voies de signalisation (entre autres la voie MAP kinase représentée ici par la
cascade Ras-Raf-MEK-Erk, ou la voie PI3K avec la p110 et PKB), ce qui aboutit a
I’activation de différents facteurs de transcription (exemple : MYC, NF-KB). D’aprés
[Holbro and Hynes, 2004].
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1.2. Echappement aux signaux inhibiteurs de croissance

Dans un tissu normal, plusieurs signaux inhibiteurs de croissance opeérent pour
maintenir les cellules en état de quiescence et les tissus en état d’homeéostasie. Ces signaux
inhibiteurs de croissance peuvent étre des facteurs solubles, des éléments immobiles ancrés
dans la matrice extracellulaire ou bien des signaux en provenance des cellules adjacentes.
Par des approches expérimentales réalisées notamment chez la souris, plusieurs génes ont
¢té identifiés comme suppresseurs de tumeurs. Les 2 geénes prototypes codent pour les
protéines RB ("retinoblastoma”) et p53. Elles agissent comme des molécules clés dans 2
circuits cellulaires complémentaires qui régulent la prolifération et les programmes de
sénescence (activation de 7P53 et RB) et d’apoptose (activation de 7P53) [Sharpless and
DePinho, 2007].

a. Voie pRB

Sous sa forme hypophosphorylée, la protéine RB inhibe la prolifération des cellules en
les bloquant en phase Gl. En revanche, elle perd cette propriét¢ quand elle devient
hyperphosphorylée [Weinberg, 1995; Classon and Harlow, 2002] (Figure 2). Cette double
fonction s’exerce grace a un groupe de facteurs de transcription: E2Fs. L’action des cyclin-
dependant kinase 4 (CDK4) et cyclin-dependant kinase 6 (CDK6) assure
I’hypophosphorylation de RB. Dans ces conditions, ce dernier se lie aux facteurs de
transcription E2Fs dont le domaine de transactivation se trouve ainsi bloqué. D’une manicre
simultanée, RB va recruter d’autres protéines qui sont des répresseurs de la transcription
c’est I’exemple des histones désacétylase ("histone deacetylase” ; HDAC) lesquelles vont
remodeler la chromatine qui prend une configuration incompatible avec une transcription
active.

Sous sa forme hyperphosphorylé, RB se dissocie alors des protéines E2Fs. Ces
derniéres vont activer la transcription des geénes cibles dont les produits vont assurer la
transition vers la phase S et donc la prolifération cellulaire. Les protéines E2Fs activent
également la transcription de la cycline E qui s’associe a son partenaire CDK2 et le
complexe E-CDK2 maintient RB dans son état hyperphosphorylé donc dans un état inactif

favorable a la prolifération cellulaire.
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Figure 2: Régulation de la voie pRB. Les cyclines
CDK4/6 transforment la protéine RB d’un état non
phosphorylé a un état hypophosphorylée. Les protéines
pl6™KA  p 1 5INKAB 1 8INKAC ot p!NKAD inhibent ’action
des CDK4/6. Le complexe Cycline E-CDK2 entraine une
hyperphosphorylation de RB qui se dissocie alors des
facteurs de transcription E2Fs. Les protéines p21“P' et
p275"'inhibent 1’action du complexe E-CDK2. D’aprés
[The Biology of Cancer (Garland Science 2007)].

La voie pRB est soumise a des signaux extra et intracellulaires et en réponse a ces
signaux, la division cellulaire peut étre soit stimulée soit inhibée [Burkhart and Sage, 2008].
Un signal mitogene transduit vie RAS aboutit a une hypo et éventuellement une hyper
phosphorylation de RB. Cette phosphorylation est initiée par 1’activation de 1’expression des
genes codant pour les cyclines de type D (D1, D2 et D3), notamment la cycline D1
[Hanahan and Weinberg, 2000]. Ceci a pour conséquence une synthése et une accumulation
nucléaire des protéines CDK4 et CDK6 qui assurent la phosphorylation de RB en phase G1,
devenant alors un substrat pour 1’action des protéines E-CDK2. [Harbour et al., 1999]. Les
altérations génomiques des régulateurs de la phase G1/S a largement été rapportées dans les

cancers chez I’homme [Malumbers and Barbacid, 2009]. Les cyclines de la phase G1
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notamment D1 et E1 et leurs partenaires CDK4 et CDK6 sont surexprimées, leurs geénes
correspondants sont mutés ou amplifiés dans une grande variété de cancers. L’activité des
CDK est régulée par 2 familles de protéines inhibitrices ("CDK inhibitors", CDKI). La
premicre famille comprend les protéines INK4 ("inhibitor of cyclin-dependant kinase 4") :
INK4A ou pl6/CDKN2A, INK4B ou p15/CDKN2B, INK4C ou p18/CDKN2C et INK4D
ou pl9/CDKN2D. Le cluster de géne INK4A-ARF-INK4B, étendue sur 42 Kb, est localisé
sur la région 9p21.3. La seconde famille comprend les protéines p21<™"!, p275*! et p57 ¥1*2,
La baisse de I’expression de I’ensemble des inhibiteurs des CDK dans les cancers chez
I’homme a été attribué¢e a des anomalies génétiques et épigénétique [Burkhart and Sage,
2008 ; Harbour and Dean, 2000 ; Malumbers and Barbacid, 2009]. Des délétions ou des
mutations du locus RB/13q14, qui affectent directement la voie pRB, ont fréquemment été
rapportées dans les cancers. De plus, I’inactivation de RB aboutit a une dissociation du
complexe RB-E2F, ce qui a pour conséquence une accumulation des protéines E2F qui vont
activer leurs geénes cibles. Des amplifications du locus E2F3/ 6p22 ont été rapportées dans
plus de la moitié des cas du rétinoblastome [Chen et al., 2001; Grasemann et al., 2005 ; Orlic
et al., 2006]. Des mutations de RB ont ¢té¢ rapportées dans plus de 90% des cancers
pulmonaires a petites cellules et plusieurs d’entre eux présentent une surexpression des
protéines E2F1 ou E2F3 [Wikenheiser-Brokamp, 2006].

Le facteur de transcription MYC interagit indirectement avec la voie pRB. MYC
stimule I’expression du géne CDK4, et d’'une maniere simultanée va séquestrer la protéine
p27%" ce qui augmente le taux des cyclines E-CDK2, d’ou une hyperphosphorylation de RB

et donc une augmentation de la multiplication cellulaire. L’hétérodimére MYC-Miz-1
réprime 1’expression des génes pl15™<*8 et p21°P'. En prévenant ’expression des ces 2
derniers genes, MYC rend la cellule résistance aux facteurs inhibiteurs de croissance dont
TGFB ("tumor growth factor"). Ce dernier se lie a son récepteur spécifique dont le domaine
cytoplasmique a une activité sérine/thréonine kinase. La signalisation via la voie TGFf
entraine la phosphorylation de la protéine Smad2 (ou Smad3) qui se lie alors a son
partenaire Smad4. L’hétérodimere Smad2-Smad4 résultant passe alors dans le noyau ou il
s’associe 4 la protéine Miz-1 et ’ensemble va activer I’expression des p15™<* et p21°ip1.
Dans une cellule normale, TGF empéche MYC d’accéder aux promoteurs de ces génes. En
effet, La protéine Smad3 en se liant au promoteur de MYC, va inhiber I’expression de ce
dernier (Figure 3). Bien que la voie TGFP soit connue par son rdle inhibiteur de la
prolifération cellulaire, néanmoins dans plusieurs cancers, et a un stade avancé de la

maladie, cette méme voie peut favoriser la transition ¢épithélio-mésenchymateuse
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("epithelial-mesenchymal transition",
tumeur [Giampieri et al.,

capacités invasives et métastatiques.

p107
/

Smad | E2F
3 4/5

Smad

Miz-1

EMT) et donc accroitre le potentiel invasif de la

2009]. Ce processus d’EMT sera abordé dans le paragraphe

NROTCAGACY \\ CAGACY\ )
\‘\A@iGTCTG& A @GTCTG Loﬁ\x&ﬂ

‘ INKaB E Q Figure 3 : Interconnections des voies pRB et

A '/Pz‘c"ﬂ l MYC. MYC interagit indirectement avec RB.

( { S L’hétérodimére MYC-Mizl inhibe p15™%*® et p21°™*! ce

@ el qui augmente les taux des cyclines CDK4/CDK6 et E-

X \ (7\\
ﬁ\ \
hyperphosphorylated

b. Voie p53
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Smad4 s’associe a Miz-1 et active la transcription des
génes pl15™*® et p21“' Le complexe pl107-Smad3-
E2F inhibe la transcription de MYC. D’apres [The
Biology of Cancer (Garland Science 2007)].

A I’inverse de la voie pRB qui intégre des signaux inhibiteurs de croissance provenant

en majorité de ’extérieur de la cellule, celle impliquant p53 regoit plutdét des signaux

intrinséques. En effet, en cas de dysfonctionnement des signaux mitogenes ou de stress

cellulaire physiologique (exemple: anoxie ou dommage de I’ADN), la voie p53 est activée.

En réponse a ces divers stimulus la protéine p53 qui est un facteur de transcription va, soit

bloquer le cycle cellulaire en induisant 1’expression du gene p21°ip1,

inhibiteurs des CDK,

soit déclencher I’apoptose en stimulant I’expression de protéines pro-apoptotiques.

L’activation de p53 passe par la stabilisation de son taux cytoplasmique. Ce taux est contrdlé
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par MDM?2 ("murine double minute-2") qui est un geéne cible de la voie p53. La protéine
MDM2 se lie au facteur de transcription p53 et ’empéche d’accéder a ses genes cibles. En
conséquence, MDM?2 entraine une ubiquitinylation de p53 d’ou sa dégradation le
protéasome. Le locus INK4A-ARF-INK4B/9p21.3 a la capacité de contrdler les voies p53 et
pRB [Polager and Ginsberg, 2009] (Figure 4). Les 2 protéines p15™*® et p16™ *, codées
par le méme cluster de géne, inhibent CDK4 et CDKG6, et renforcent ainsi la fonction de
suppression de prolifération cellulaire de pRB. Le géne ARF, localisé en 9p21.3, est exprimé
a partir d’un promoteur distinct, il est donc une phase de lecture alternative de pl6™ 4

("alternative reading frame", ARF). La protéine ARF se fixe et inhibe D’activité de

I’oncoprotéine MDM?2 et stabilise donc la protéine p53.

La dérégulation de la voie p53 est un événement récurrent dans les cancers. Méme si la
protéine p53 n’est pas mutée, ses ¢léments de régulations, comme ARF, sont souvent altérés
dans les cancers [Polager and Ginsberg, 2009]. Dans presque la moitié¢ de ces tumeurs, la
protéine p53 elle méme est altérée secondairement a des mutations du géne 7P53. Dans ces
tumeurs, ces mutants p53 jouent le role de dominant négatif [Hanahan and Weinberg, 2011].
Dans la moitié restante des cancers, le fonctionnement de la protéine p53 est compromis en
raison de, soit I’absence du géne pl6™<**/ARF (délétion ou méthylation), soit d’une sur-
expression de la protéine MDM?2 (amplification génique). L’altération de I'un des
composants de la voie p53 peut indirectement aboutir a un dysfonctionnement de cette

protéine.
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Figure 4 : Interconnexion des voies pRB et p53 : Le cluster INK4B-ARF-INK4A, localis¢ en 9p21, régule les
voies pRB et p53 qui contrdlent la sénescence (pRB et p53 ) et ’apoptose (p53). En réponse a des signaux de
dommage de I’ADN, p53 peut étre activé via les voies ataxia-telangiectasia mutated (ATM) / ataxia-
telangiectasia mutated and Rad3-related (ATR). Les protéines pl15™**® et p16™** inhibent CDK4/6 ce qui
maintient RB dans un état non phosphorylé. La protéine ARF inhibe MDM2, permet donc la stabilisation de p53.
CHK1/2: checkpoint kinases-1/2; ROS: reactive oxygen species. Adapté de [Sharpless and DePinho, 2007].

2. Résistance a la mort cellulaire

La croissance d’une tumeur dépend non seulement de son index mitotique mais aussi
de son taux d’atrésie. La mort cellulaire programmeée par apoptose [Kerr et al., 1972] est une
cause majeure de cette atrésie [Adams and Cory, 2007; Evan and Littlewood, 1998; Lowe et
al., 2004]. Le programme de 1’apoptose est virtuellement présent sous une forme latente
dans toutes les cellules de 1’organisme et implique souvent la mitochondrie [Lettre and
hengartner, 2006]. Sous I’impulsion de divers signaux (exemple dommage de I’ADN, perte
d’ancrage des cellules épithéliales), 1’apoptose est enclenché selon un processus séquentiel
multi-étape (Figure 5). Plusieurs signaux inducteurs d’apoptose convergent vers la

mitochondrie qui en retour libére le cytochrome c, catalyseur potentiel d’apoptose. Les
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effecteurs ultimes de I’apoptose sont les caspases qui sont des protéases présentes sous une
forme inactive, procaspases, dans le cytoplasme. En présence du cytochrome c les
procaspases se convertissent en caspases. Ces dernieres vont cliver des substrats clés de la
cellule. Le clivage des laminines de la membrane nucléaire est responsable de la
condensation de la chromatine et I’aspect pycnotique des noyaux, caractéristique des cellules
en apoptose. La protéolyse des ICDA ("inhibitor of caspase-activated Dnase") libére la
Dnase qui entraine alors une fragmentation de I’ADN. Le clivage des protéines du
cytosquelette aboutit a la formation des corps apoptotiques. Les composants cellulaires
résultants sont dégradés par les cellules adjacentes et des cellules phagocytaires
professionnelles

Cette mort cellulaire se fait selon 2 Voies: extrinseéque et intrinseque (Figure 5). Cette
derniére voie est initiée par TP53 (dommages de I’ADN, un déséquilibre entre les signaux
mitogene et inhibiteur de croissance, sous expression des signaux de survie, ou anoxie
cellulaire) [Green and Kroemer, 2009]. En revanche, d’autres facteurs (exemple
I’hypercalcémie) n’impliquant pas TP53 sont capables d’activer cette voie intrinseque. En
réponse a des signaux proapoptotiques TP53 induit ’expression de Bax, membre de la
famille Bcl-2. En présence de la protéine Bax, les canaux mitochondriaux deviennent
perméables (Figure 5) et libérent alors le cytochrome c. Ce dernier va s’associer a la
protéine Apaf-1 et forme un complexe protéique, 1I’apoptosome. Ce dernier va activer la
caspase 9, caspase initiatrice, qui a son tour va activer d’une maniere séquentielle les
caspases 3, 6 et 7, caspases exécutrices puisqu’elles sont directement incriminées dans le
clivage des composants clés de la cellule. L’activation des caspases est inhibée par les
protéines TAPs ("inhibitors of apoptosis"). La protéine SmaC/DIABLO, libérée au méme
moment que le cytochrome c, inhibe les IAP et favorise ainsi 1’activation des caspases. Les
facteurs de transcription E2Fs, en particulier E2F1, active la transcription des génes des
caspases. En revanche, la kinase Akt/PKB induit la phosphorylation de la caspase 9 et inhibe
ainsi son activation.

La voie extrinseque est initiée par des signaux extracellulaires qui activent alors des
récepteurs membranaires pro-apoptotiques appelés récepteurs de morts (Figure 5). Ces
récepteurs ont en commun un domaine cytoplasmique qu’on appelle domaine de mort. Les
ligands de ces récepteurs sont des membres de la famille TNF ("tumor necrosis factor") qui
comprend TNFa, TRAIL et le ligand Fas (FasL). Une fois activées par la fixation de leurs
ligands, le domaine de mort de ces récepteurs va s’associer et activer la protéine FADD

("Fas-associated death domain protein"). Le complexe DISC ("death inducing signaling
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complex") ainsi formé, va activer les caspases 8 et moins fréquemment 10, caspases
initiatrices. A leur tour ces derniéres vont activer les caspases exécutrices 3, 6 et 7, ainsi la
voie extrinseque rejoint la voie intrinseque de I’apoptose (Figure 5). Cette derni¢re voie est

couramment employée par 1’organisme comme barri¢re contre le développement du cancer.
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Figure 5 : Voies extrinséque et intrinséque de I’apoptose. La voie intrinséque est initiée par
TP53 qui induit ’expression de Bax. En présence de Bax, la mitochondrie libére le cytochrome
C. Ce dernier s’associe a la molécule Apaf-1 pour former I’apoptosome qui active la caspase 9
qui a son tour active les caspases 3, 6 et 7. Le complexe Smac/DIABLO inhibe les protéines IAP
et favorise donc ’apoptose. La kinase Akt/PKB induit la phosphorylation de la caspase 9 et
inhibe ainsi 1’apoptose. La voie extrinséque passe par I’activation des récepteurs de mort (Fas,
DR3, DR4, DR5 et TNFR1). Le signal aboutit a I’activation des caspases 8 et 10 qui activent les
caspases exécutrices 3, 6 et 7. IAP : inhibitors of apoptosis; ICAD: inhibitors of caspase-
activated Dnase; DISC : death inducing signaling complex; FADD : Fas associated death
domain. Adapté de [The Biology of Cancer (Garland Science 2007)].

Quelque soit la voie, le signal inducteur d’apoptose est contrdlé par un €quilibre entre

des protéines de la famille Bcl-2 pro apoptotiques (Bax, Bak, Bid et Bim) et anti-
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apoptotiques (Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Mcl-1 et Al) [Adams and Cory, 2007]. Les protéines
Bcl-2 et Bel-XL agissent en grande partie en se liant et supprimant les 2 protéines Bax et
Bak. Ces 2 dernieres sont ancrées sur la membrane externe mitochondriale. En ’absence de
Bcl-2, Bax et Bak vont induire une rupture de la membrane externe de la mitochondrie et
liberent ainsi le cytochrome c dans le cytosol. L’interaction protéine-protéine entre les
membres de la famille Bcl-2 se fait grace un domaine commun, motif BH3. Ce méme
domaine permet I’interaction de cette famille Bcl-2 avec d’autres protéines dites motif BH3-
unique (exemple Noxa et Puma). Plusieurs circonstances peuvent déclencher les signaux
inducteurs d’apoptose. Par exemple, une hyperactivation de la transduction du signal de
I’oncoprotéine MYC, secondaire a une t(8;14) par exemple, déclenche 1’apoptose via Bim
et d’autres protéines a motif BH3-unique, quoique contrecarré par des facteurs

antiapoptotiques [Junttila and Evan, 2009 ; Lowe et al., 2004].

La cellule tumorale peut adopter plusieurs stratégies pour limiter ou éviter 1’apoptose.
Les anomalies de la voie p53 est le mécanisme le plus fréquemment observé comme le
témoigne la fréquence ¢levée de la mutation de TP53 dans les cancers. Parfois I’inactivation
de TP53 est insuffisante, et I’altération d’un constituant de la machinerie apoptotique est
indispensable. C’est le cas de la méthylation du promoteur du géene APAF1 observée dans
un certain nombre de cas de mélanomes. Dans la moitié des cancers coliques par instabilité
des microsatellites, une mutation inactivatrice du gene Bax a pu étre rapportée. Une sur
expression de BCL2 secondaire a la translocation t(14;18) est observée dans 70% des
lymphomes folliculaires. Une hyper-activation de la voie PI3K—Akt/PKB (exemple :
mutation activatrice de RAS, délétion de PTEN) induit une inactivation des protéines pro-
apoptotiques Bad, caspase 9 et IkB et une activation de MDM2. L’activation de la voie NF-
kB, observée dans plusieurs types de cancers, permet la résistance a 1’apoptose. Dans
plusieurs cas de neuroblastome, 1’avantage prolifératif qu’offre I’amplification N-MYC est
soutenu par une inactivation du géne caspase 8. La voie extrinséque peut également étre
touchée dans un certain nombre de tumeurs. En effet, une inactivation du géne du récepteur

de TNF est observée dans certains cancers.
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L’apoptose n’est pas la seule forme de mort cellulaire programmeée, 1’autophagie en est
une autre forme [He and Klionsky, 2009 ; Levine and Kroemer, 2008]. L’autophagie est un
processus cellulaire physiologique qui concoure a la dégradation des organites cellulaires
(exemple ribosome et mitochondrie) permettant ainsi aux catabolites résultants d’étre
recyclés et réutilisés par la cellule. Au cours de ce processus, des vésicules intracellulaires,
autophagosomes, vont envelopper les organelles et fusionnent avec des lysosomes qui sont
le siege de la dégradation des organites. L’autophagie est un processus soumis a une
régulation fine [He and Klionsky, 2009].

Des études récentes ont révélé I’existence des interconnections entre les circuits qui
controlent I’apoptose et 1’autophagie. Par exemple la voie de signalisation impliquant les
kinases PI3K, AKT et mTOR, induites en cas de signal de survie, inhibe 1’apoptose et
I’autophagie [Levine and Kroemer, 2008; Sinha and Levine, 2008]. Un autre point
d’intersection entre les 2 types de mort cellulaire est matérialisé par la protéine Beclin-1.
Cette dernicre, appartenant a la famille des protéines a motif BH3-unique, est capable
d’interagir avec les protéines Bcel-2/Bcl-X;. Les signaux inducteurs des protéines BH3, vont
déplacer Bcl-2/Bcl-X;. d’une part, de la protéine Beclin-1 qui alors déclenche 1’autophagie et
d’autre part des protéines Bax et Bad qui amorcent ainsi 1’apoptose. Par ailleurs, les souris
Beclin-17" présente un risque accru de développer un cancer [Levine and Kroemer, 2008;
White and DiPaola, 2009]. I en découle que D’autophagie agit a I’encontre du
développement du cancer et ceci soit indépendamment soit en concertation avec I’apoptose.
En revanche, et paradoxalement, I’autophagie peut €tre a 1’origine d’une résistance des
cellules cancéreuses a la radio et chimiothérapie [Apel et al., 2009 ; White and DiPaola,
2009]. De plus, I’autophagie peut permettre aux cellules cancéreuses de passer a un état de
dormance réversible. Ce mécanisme permet a la cellule tumorale de persister et
éventuellement de reprendre une prolifération a des stades avancés de la maladie et apres un
traitement anticancéreux [Apel et al., 2009 ; White and DiPaola, 2009].

A T’inverse de I’apoptose et de I’autophagie, la nécrose cellulaire, une autre forme de
mort cellulaire [Degterev et al., 2005; Laster et al., 1988]. Les ¢tudes récentes ont mis en
évidence de multiples molécules et processus comme effecteurs, initiateurs ou modulateurs
de la nécrose cellulaire [Vandenabeele et al., 2010]. La nécrose cellulaire libére des
protéines pro inflammatoires qui attirent les cellules de I'immunité. Ces derniéres qui
peuvent avoir a la fois un effet protecteur contre le développement du cancer mais également
peuvent promouvoir la prolifération tumorale [Grivennikov et al., 2010 ; White et al., 2010].

Le role de I’'immunité dans la carcinogenese sera abordé ultérieurement.
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3. Potentiel réplicatif illimité

L’acquisition d’une prolifération autonome et d’une résistance a la mort cellulaire
programmée est nécessaire mais pas suffisante pour le développement d’une tumeur. En
effet, la majorité des cellules de I’organisme ont un nombre limité¢ de divisions cellulaires
potentielles. Cette restriction est en rapport avec 2 meécanismes qui s’opposent a une
réplication illimitée: la sénescence, définit comme un état d’arrét permanent de la croissance
cellulaire mais viable [Hayflick and Moorhead, 1961], et la «crise» qui comprend la mort
cellulaire. En conséquence, pour des cellules en culture, la répétition du nombre de divisions
cellulaires aboutit au début a une sénescence puis, pour les cellules qui ont réussi a
contourner cet obstacle, a un état de «crise» ou la majorité des cellules vont mourir.
Occasionnellement, des cellules émergent de la population en «crise» et présentent un
potentiel réplicatif illimité. Ces cellules, sont alors dites immortelles, ont franchi une des
barrieres controlant la transformation tumorale. De multiples études soulignent le role
central des télomeres dans I’acquisition d’une prolifération illimitée [Blasco, 2005; Shay and
Wright, 2000].

Les télomeres, formés par une répétition en tandem d’hexanucléotide 5’-TTAGGG-3’,
sont ajoutés a I’extrémité des chromosomes par la télomérase. Les télomeres sont composés
d’une région double brin comportant la répétition du motif télomérique GGGTTA, prolongé
par un ADN simple brin riche en guanine (brin G) [McEachern et al., 2000]. IIs sont
associés a 6 facteurs protéiques (TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 et POTI1) formant un
complexe protecteur (télosome ou shelterin) qui controle la structure, la réplication et le
recrutement de nombreuses protéines associées comme les facteurs de réparation des
dommages de I’ADN [De lange, 2009] (Figure 6). Le brin G, de par sa richesse en guanines,
peut adopter in vitro une structure en quadruplex de guanines (G4) peu propice a la fixation
de la télomérase [De Cian et al., 2008]. Le brin G télomérique peut aussi envahir le duplex
télomérique (D-loop) en formant une boucle que 1’on appelle la t-loop qui protége le
chromosome des fusions télomériques en séquestrant le brin G [Griffith et al., 1999] (Figure
6). Au cours de la phase S, la t-loop doit étre « résolue » pour permettre 1’extension du brin

G par la télomérase et la réplication des télomeres.
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Figure 6 : Structure des téloméres. Les extrémités des chromosomes sont formés par une répétition en
tandem 5°-TTAGGG-3’. Ces télomeres comportent une région double brin prolongée par un ADN simple
brin : brin G. Les téloméres sont associés a 6 protéines : TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 et POT1 qui
forment le complexe « shelterin ». Le brin G peut envahir le quadruplex télomérique, D-loop, pour former la
boucle t-loop. Adapté de [De lange, 2009].

Les télomeres ont pour fonction de protéger les extrémités des chromosomes et
d’éviter les phénomenes de fusion en empéchant la machinerie de réparation de I’ADN de
les reconnaitre comme une cassure de ’ADN [De lange, 2009]. Le complexe « shelterin »
permet a la cellule de discriminer entre les cassures du génome devant étre réparées et
I’extrémité chromosomique devant étre protégées. Les protéines TRF2 et POT1 de ce
complexe qui reconnaissent respectivement la répétition double brin et I’extension simple
brin (brin G) sont capables de réprimer les 2 voies de réponse aux dommages a I’ADN : les
voies de recombinaison non homologue avec fusion des extrémités ("non homologous end
joining", NHEJ ) et recombinaison homologue ("homologous recombination”, HR) (Figure
7). La perte de TRF2 au niveau de I’extrémité des télomeres conduit a I’activation de la voie
NHEJ par la signalisation d’ATM et de Chk2 [De lange, 2009]. La perte de POT1 induit

I’activation de la voie HR par la signalisation d’ATR et de Chkl. Lorsque les télomeéres
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atteignent une longueur critique ou lorsque la coiffe est altérée, I'extrémité des
chromosomes devient exposée. Des foyers de dommages de I’ADN se colocalisent alors au
niveau des extrémités télomériques [D’adda di Fagagna et al., 2003]. Le signal de dommage
est détecté par les kinases ATM/ATR qui activent la voie TP53. A son tour 7P53 active P21
qui interfére avec les CDK, ce qui conduit a I’arrét du cycle cellulaire et a I’induction de la
sénescence. La sénescence réplicative a pour but de protéger I’organisme de I’apparition de
cancers en empéchant les cellules de réaliser un trop grand nombre de divisions cellulaires.
En effet, le raccourcissement des télomeéres provoque une augmentation de la recombinaison
non homologue conduisant a des fusions chromosomiques, ce qui peut favoriser I’activation

des voies oncogéniques si les cellules passent la sénescence.

Complexe « Shelterin »

TIN2

POT1

AT ATR Figure 7 : Réle du complexe « shelterin » dans la protection des
téloméres. La protéine TRF2 inhibe la voie ATM alors que POT]I
inhibe la voie ATR. Chk1/2 : checkpoint kinases 1/2; HR : homologous
Chie i recombination ; NHEJ : non homologous end joining. D’aprés
[Trentesaux and Riou, 2010].

NHEJ HR
Réponse aux
dommages de I'ADN

Alors que leur taille est maintenue dans les cellules germinales, les télomeéres se
raccourcissent avec 1’age dans la plupart des cellules somatiques, en raison d’une activité
télomérase insuffisante. La télomérase est un complexe ribonucléoprotéique qui comprend
une sous-unité¢ protéique TERT ("telomerase reverse transcriptase"”) qui a pour role
principal de catalyser la polymérisation des nucléotides incorporés a I’extrémité 3’ des
chromosomes et est associée a une sous-unité d’ARN (TR) contenant le motif CCCCAA qui
sert de matrice pour synthétiser les répétitions télomériques. Ces sous-unités s’associent

pour former un tétramere, composé de 2 sous-unités d’ARN matrice, TR, et 2 sous-unités
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catalytiques, TERT, qui est en lui méme suffisant a 1’activité enzymatique in vitro et in vivo
[Weinrich et al., 1997].

Dans les cellules non immortalisées, le taux de télomérase est presque nul. En
revanche 85 a 90% des cancers expriment la télomérase [Shay and Bacchetti, 1997]. La
télomérase est capable d’empécher 1’érosion progressive des télomeres en rallongeant les
extrémités des chromosomes. La présence d’une activité télomérase est associée a une
résistance a ’apoptose et la sénescence. A I’inverse, son absence se traduit par un
raccourcissement des télomeres qui conduit a un signal de sénescence réplicative et une
«crise» qui associe une augmentation des fusions entre téloméres, une aneuploidie et la mort
cellulaire. Dans de rares tumeurs (10 & 15%), il a 6té décrit un 2™ mécanisme de maintien
des télomeres, télomérase-indépendant, ALT ("alternative lengthening of telomeres”), qui
implique une recombinaison homologue [Cesare and Reddel, 2010]. Ce mécanisme semble
étre préférentiellement observé dans les ostéosarcomes, sarcomes et glioblastomes
[Bollmann, 2007 ; Reddel, 2003].

L’activation retardée de la télomérase dans des tumeurs peut a la fois compromettre et
propulser le processus multi étape d’une tumeur. Dans les phases pré-néoplasiques les
cellules tumorales expriment a un taux faible la télomérase, ceci entraine un
raccourcissement excessif des télomeéres et donc une apoptose. En effet, une érosion
extensive des télomeres avec fusion des extrémités chromosomiques a été rapportée dans des
Iésions précancéreuses [Hansel et al., 2006; Kawai et al., 2007]. En conséquence, le
développement d’une tumeur peut étre compromis dés les premiers stades par apoptose
secondaire a une fusion des télomeres. En revanche, dans des tumeurs déficientes pour
TP53, les cellules peuvent survivre a cette fusion des téloméres et arrivent au stade de
cassure-pont-fusion ("breakage-fusion-bridge"”, BFB). Les amplifications et les délétions
génomiques conséquentes vont accroitre 1’instabilité génomique d’ou une progression du
processus malin. Ainsi, une coopération entre les mutants 7P53 et la télomérase peut
favoriser le développement du cancer [Artandi and DePinho, 2010]. Le role canonique de la
télomérase, assurée par la TERT, dans la synthese et la protection des télomeres, a été mis
en ¢évidence par des études chez la souris et dans des cultures cellulaires. Les autres
fonctions ont ét¢ mises en évidence par la suppression de 1’activité de cette enzyme [Cong
and Shay, 2008]. Parmi ces roles, la TERT peut s’associer, a la sous-unité  caténine/LEF et
activer ainsi la voie Wnt et a la chromatine en dehors des séquences télomeriques

[Massutomi et al., 2005; Park et al., 2009].
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4. Induction de I’angiogenése

Comme les tissus normaux, les tumeurs ont un métabolisme cellulaire qui nécessite
non seulement un apport en oxygene (O,) et en nutriments mais €galement une évacuation
des métabolites toxiques. Les néovaisseaux associés aux tumeurs, générés par angiogenese,
assurent ces besoins métaboliques. Durant 1I’embryogenése, le développement de 1’arbre
vasculaire se fait par, soit vasculogenese, qui correspond a la naissance de cellules
endothéliales puis leur assemblage en tubes, soit par angiogenese, qui est définie par la
naissance de nouveaux capillaires a partir de vaisseaux pré-existants. Chez [’adulte,
I’angiogenése est activée dans certaines circonstances (exemple la cicatrisation) et surtout
d’une maniere transitoire. En revanche, durant la progression tumorale 1’angiogenése est
activée presque tout le temps et le demeure ainsi continuellement, on parle alors de switch
angiogénique [Hanahan and Folkman, 1996]. Des études expérimentales faites in vitro et in
vivo ont montré que le switch angiogénique est contrdlé par des facteurs pro et anti-
angiogéniques [Baeriswyl and Christofori, 2009; Bergers and Benjamin, 2003]. Un certain
nombre de ces régulateurs angiogéniques correspond a des protéines de signalisation qui se
fixent sur des récepteurs membranaires exprimés par les cellules endothéliales. Les facteurs
prototypes inducteurs et inhibiteurs de l’angiogénese sont le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire, VEGF-A ("vasculoendothelial growth factor-A" ; Figure 8), et la

thrombospondine 1, TSP1, respectivement.

Le VEGF-A est un membre de la famille VEGF Extracellular domain
des VEGF qui comprend 5 protéines
homologues parmi lesquelles le VEGF-C et le VEGFR— | +—Flk1/KDR
VEGF-D qui présentent une certaine spécificité l
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— & r \
VEGF-A et le VEGF-B  agissent / s e
VEGFR FAK AL \ PLCS
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revanche, I’activité tyrosine kinase du VEGFR2
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est fortement stimulée par le VEGF-A, contrairement a celle du VEGFR1. Le VEGFR2
active, apres sa stimulation, la voie des MAP kinases, principalement via la PLCy et la PKC.
Le VEGFRI1 est capable de s’associer a la sous-unité p85 de la PI3K. L’activation de
VEGFRI1 par VEGF-A in vitro conduit a une stimulation de la migration des monocytes. Par
ailleurs, le VEGFRI1 est exprimé a la surface de cellules hématopoiétiques et leur
recrutement dans des foyers néoangiogéniques semble important pour le développement de

la néovascularisation [Rafii et al., 2002].

La signalisation de la voie VEGF via ses récepteurs a activité tyrosine kinase est
complexe et régulée a plusieurs niveaux [Ferrara, 2010 ] (Figure 9). L’hypoxie induit
I’expression du VEGF-A. En effet, une baisse du taux d’oxygene entraine une stabilisation
du taux du messager du facteur de transcription HIFlo qui en conséquence va induire
I’expression du VEGF d’ou une angiogénese soutenue. A I’inverse, quand le taux d’O,
augmente la prolyl-4-hydroxylase (PHD) lie ces molécules d’O, et les fixe sur des résidus
spécifiques de proline du HIF1a. Une autre protéine, dénommeée protéine de Von Hippel-
Lindau (VHL), lie ensuite le HIFla oxydé, et le complexe ainsi formé est ensuite
ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. Ainsi, les mutations du géne VHL induisent
I’expression du VEGF et donc activent 1’angiogenese [Semenza, 2003]. L’activation
oncogénique induit I’expression du VEGF, comme cela a été démontré pour MYC et RAS
[Kalas et al., 2005, Watnick et al., 2003]. Par ailleurs, le ligand VEGF peut étre séquestré
dans la matrice extracellulaire sous une forme latente dont I’activation et le largage se fait en

présence de métalloprotéases notamment MMP9 [Kessenbrock et al., 2010].
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En dehors de VEGF, d’autres régulateurs proangiogéniques ont été rapportés, c’est
I’exemple des facteurs de croissance fibroblastiques (FGF) [Baeriswyl and Christofori,
2009], de I’angiopoiétine [ Yancopoulos et al., 2000] et du TGF [Tuxhorn et al., 2002]. Ces
régulateurs pro-angiogéniques sont contrebalancés par des facteurs anti-angiogéniques. Des
études ont montré le rdle inhibiteur de 1’angiogenese de la thrombospondine 1, TSP1
[Naumov et al., 2006; Roberts et al., 2007].

La TSP1, appartient a une famille de glycoprotéines, est exprimée par certains tissus au
cours de I’embryogenése et par la plupart des cellules en culture en réponse a des facteurs de
croissance spécifiques. Le role anti-angiogénique de TSP-1 se manifeste a 2 niveaux, d’une
part cette protéine a un effet direct sur la migration et I’apoptose des cellules endothéliales,
et d’autre part elle a une action sur la bio disponibilit¢ du VEGF. La TSP-1 inhibe
I’activation de MMP9 et empéche ainsi le re largage a partir de la matrice extracellulaire du
VEGF [Wang-Rodriguez et al., 2003]. De plus, la TSP-1 peut se lier directement au VEGF
et modifie ainsi sa clearance [Greenaway et al., 2007]. L’interaction de la TSP-1 avec le
CD36 joue un role important dans 1’inhibition de la migration des cellules endothéliales in
vitro et in vivo [Dawson et al., 1997; Jimenez et al., 2000]. Par ailleurs, ’activation de la
voie CD36-Fyn-caspase-3-p38MAPK par TSP-1 induit une sur-expression du Fas ligand par

les cellules endothéliales qui deviennent alors réceptives a ces taux élevés et subissent ainsi
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I’apoptose [Jimenez et al., 2000; Volpert et al., 2002]. Plusieurs facteurs déterminent
I’expression de TSP-1 au cours de la progression tumorale. L’activation de 1’oncoprotéine
RAS inhibe I’expression de TSP-1 en augmentant la phosphorylation de MYC via la voie
PI3K/Rho [Watnick et al., 2003]. Par ailleurs, les génes suppresseurs de tumeurs induisent
I’expression de TSP-1 [Ren et al., 2006]. Une perte de fonction de 7P53 est corrélée avec
une baisse de I’expression de TSP-1 et une augmentation de 1’angiogenése dans les
fibroblastes de patients atteints de syndrome de Li-Fraumeni [Volpert et al., 1997]. En
revanche, une sur-expression de 7P53 entraine une augmentation de I’expression de TSP-1
et une baisse de 1’expression du VEGF et donc un ralentissement de la croissance tumorale.
D’autres molécules inhibitrices de I’angiogenc¢se ont été rapportées, c’est ’exemple de
I’angiostatine et de I’endostatine [Nyberg et al., 2005; Ribatti, 2009].

Le contréle moléculaire de I’angiogenese fait intervenir un équilibre entre facteurs pro
et anti-angiogéniques. Par ailleurs, un répertoire de cellules hématopoiétiques a récemment
été impliqué dans I’angiogenése tumorale [Murdoch et al., 2008; Qian and Pollard, 2010].
Ce groupe implique des cellules de 'immunité innée, en particulier les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les mastocytes et les progéniteurs myéloides. Ces cellules, qui
infiltrent les Iésions pré néoplasiques et les tumeurs en progression, sont capables non
seulement d’induire un switch angiogénique mais également de protéger les vaisseaux contre
les drogues agissant sur la signalisation des cellules endothéliales [Ferrara, 2010].

Au terme de ce processus d’angiogencse tumorale, les vaisseaux produits sont de
mauvaise qualité par rapport a ceux produits lors d’un processus physiologique. Ceci est en
rapport avec une prolifération anarchique des cellules endothéliales [Nagy et al., 2010] et
d’une mauvaise couverture péricytaire des capillaires tumoraux [Raza et al., 2010]. Une fois
le processus d’angiogenese est induit, le profil de néovascularisation des tumeurs est tres
hétérogéne. Certaines tumeurs, tel que 1’adénocarcinome des canaux pancréatiques, sont
hypovascularisées avec un stroma désertique et avasculaire [Olive et al., 2009]. D’autres
cancers, comprenant les carcinomes du rein et tumeurs neuroendocrine du pancréas, sont
hautement angiogéniques et donc présentent une vascularisation dense [Turner et al., 2003;
Zee et al.,, 2010]. Historiquement, 1’angiogenese tumorale est associée a une tumeur
rapidement évolutive et macroscopiquement décelable, néanmoins ce processus est induit
d’une maniere précoce dans les dysplasies et les carcinomes in situ [Hanahan and Folkman,
1996; Raica et al.,, 2009]. Ceci souligne le role fondamental de 1’angiogenese dans le

processus de carcinogenese.
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5. capacités invasives et métastatiques

Le terme de métastase a été rapporté par Jean claude Recamier en 1829. Il est défini
par le transfert de la maladie d’un organe ou une partie d’organe a un autre non contigu. Les
métastases peuvent étre le signe d’appel du cancer, elles sont alors dites précessives. Elles
peuvent apparaitre au méme moment ou aprés un temps de latence court, métastases
synchrones de la tumeur primitive. Enfin elles peuvent apparaitre plusieurs années apres le
début de la maladie, elles sont dites métastases métachrones. La dissémination métastatique
se fait essentiellement par 2 voies: sanguine et lymphatique, en suivant les voies
anatomiques de drainage des organes. Les métastases s’implantent quasi exclusivement dans
les réseaux capillaires lymphatiques que sont les ganglions, et les réseaux sanguins que
constituent le tissu pulmonaire ou le foie ou dans 2 sites particuliers, le cerveau et I’os ou la
surveillance immunitaire ne s’exerce pas.

Les mécanismes sous-jacents aux processus d’invasion et de métastases restent
largement inconnus [Talmadge and Fidler, 2010]. Pour les carcinomes, le processus
d’invasion s’accompagne d’une altération des jonctions cellule-cellule et cellule-matrice
extracellulaire. La cohésion des cellules épithéliales est assurée par des molécules
d’adhérence qui sont également impliquées dans la transduction du signal [Cavallaro and
Christofori, 2004]. Les cadhérines sont les principaux composants des systeémes de jonctions
intercellulaires. L’E-cadhérine est le prototype de la famille des cadhérines classiques [Berx
and Van Roy, 2009]. L’E-cadhérine, une glycoprotéine transmembranaire, servant
d’intermédiaire dans I’adhérence par interaction homophile de leur domaine extracellulaire.
Leur domaine intracytoplasmique interagit avec les protéines caténines (p-caténine, p120-
caténine ; Figure 10) formant ainsi un complexe cytoplasmique d’adhérence cellulaire qui a
son tour se lie avec les protéines du cytosquelette. Ces systémes de jonction ont un rdle
déterminent dans 1’induction de la polarité et I’organisation de 1’épithélium. L’altération
quantitative ou qualitative de ces molécules entraine la perte de fonction de 1’E-cadhérine
[Cavallaro and Christofori, 2004]. Dans la majorité des carcinomes, la perte de 1’expression
de I’E-Cadhérine est associée a un phénotype invasif de la tumeur. L’expression forcée de
I’E-Cadhérine induit le passage du phénotype mésenchymateux des cellules tumorales en
culture a un phénotype épithéliale [Birchmeier and Beherns, 1994; Vleminckx et al., 1991].
En revanche, une perte d’expression de I’E-Cadhérine dans un modele de carcinome
pancréatique est associée a une progression de la tumeur du stade d’adénome au stade de

carcinome [Perl et al., 1998]. Chez I’homme, la perte fréquente de 1’expression de I’E-
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Cadhérine ainsi que les mutations inactivatrices de ce géne dans les carcinomes renforcent le
role suppresseur de métastases de I’E-Cadhérine [Berx and Van Roy, 2009; Cavallaro and
Christofori, 2004]. L’altération de I’expression d’autres molécules impliquées dans
I’adhérence cellule et cellule-matrice extracellulaire ont été rapportés dans des carcinomes

hautement agressifs [Cavallaro and Christofori, 2004].
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Figure 10 : Structure de ’E-cadhérine. Adapté
de [Cavalaro and Christofori, 2004].

Par ailleurs, dans le mélanome et les cancers de la prostate et du sein, la perte
d’expression de I’E-Cadhérine est associée a une expression acquise de la N-cadhérine [Li
and Herlyn, 2000; Tomita et al., 2000]. Cette derniére, normalement exprimée au cours de
I’embryogenese et de I'inflammation, induit la migration des neurones et des cellules
mésenchymateuses. L’expression de la N-cadhérine entraine une baisse de I’expression de
I’E-cadhérine et induit ainsi une invasion et une migration des cellules. Dans des cellules de
carcinome mammaires qui expriment normalement 1’E-cadhérine, la N-cadhérine est capable
d’induire la migration et I’invasion de ces cellules, ce qui suggere que la N-cadhérine agit
soit indépendamment de 1’E-cadhérine, soit elle a un effet dominant par rapport a cette
derni¢re [Nieman et al., 1999]. De plus la transfection des cellules de cancers du sein par la
N-Cadhérine se traduit par une augmentation du potentiel métastatique de ces cellules
[Hazan et al., 2000]. En dehors des molécules d’adhérence les autres protagonistes du

processus invasion-métastase sont largement inconnus [Cavallaro and Christofori, 2004].

38



Les métastases générées par les carcinomes résultent de l’achévement d’une
succession d’éveénements complexes de biologie cellulaire, collectivement dénommés
cascade invasion-métastase [Fidler, 2003; Talmadge and Fidler, 2010; Valastyan and
Weinberg, 2011] (Figure 11). Au décours de ce processus, la cellule carcinomateuse quitte
sa tumeur primaire pour: (1) envahir localement la matrice extracellulaire et les couches de
cellules stromales, (2) passer dans la lumiére des vaisseaux, intravasation, (3) survivre a un
flux sanguin vigoureux le long de I’arbre vasculaire, (4) s’arréter a des distances de sites
d’organes, (5) quitter la lumicre vasculaire et s’implanter dans un parenchyme tissulaire
hétérotopique, extravasation (6) initialement survivre dans ce nouveau microenvironnement
pour générer des micrométastases, et (7) ré-initier un programme de prolifération dans ce
site métastatique pour donner des macrométastases, cliniquement décelable, "colonisation
métastatique”. Les études expérimentales ont démontré que I’ensemble de ces étapes est
orchestré par des circuits moléculaires intrinséques a la cellule carcinomateuse. Les
interactions, extrinséques, entre les cellules carcinomateuses et stromales non tumorales

constituent des points de contrdle cruciaux dans la cascade invasion-métastase.
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Figure 11 : Etapes de la cascade invasion-métastase.
D’apres [Valastyan and Weinberg, 2011].
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Plusieurs theéses ont été avancées pour décrypter cette cascade d’éveénements
complexes. L’une des hypothéses avancées est que les cellules carcinomateuses réactivent
un programme de transition ¢épithéliomésenchymateuse ("epithelial-mesenchymal
transition", EMT) [Thiery, 2002]. L’EMT défini comme un changement rapide et réversible
du phénotype cellulaire. Il s’agit d’un programme conservé au cours de 1’évolution qui
controle la morphogenése embryonnaire, en particulier la formation des 3 feuillets
primordiaux durant la gastrulation. Ce programme pourrait contribuer a I’émergence de
cellules invasives, et, de fagon plus importante, a ce que des cellules carcinomateuses
pénetrent dans les vaisseaux lymphatiques et sanguins, conduisant a la dissémination
métastatique. Cette hypothése suppose également que, sur les sites hétérotopiques, des
micrométastases peuvent réacquérir un phénotype épithélial partiel par MET ("mesenchymal
epithelial transition"), pour former des tumeurs secondaires. Une des premiéres observations
¢tayant cette hypothese a été faite dans le carcinome du colon, pour lequel des cellules
carcinomateuses isolées exprimant la  caténine nucléaire ont été détectées sur le front de la
tumeur en expansion dans le stroma. Le postulat est que ces cellules carcinomateuses isolées
proviennent de 1’adénocarcinome par EMT. Les cellules carcinomateuses isolées peuvent
également reformer des plaques, conduisant ainsi a une structure de type quasi
exclusivement épithélial, progressant a travers la paroi colique. On retrouve un mécanisme
similaire dans les métastases hépatiques [Brabletz et al., 2005]. L hypothése a été faite que
les cellules solitaires invasives présentent des propriétés de cellules souches cancéreuses
migrantes.

Une série de facteurs de transcription pléiotropes comme Snail, Slug, Twist et Zeb1/2,
initialement identifiés grace la génétique du développement, contrdle ’EMT [Thiery et al.,
2009] et la migration cellulaire au cours de I’embryogenése. Ces régulateurs de transcription
sont exprimés dans un certain nombre de cancers et ont ét¢ incriminés dans I’induction de
I’invasion dans des mod¢les expérimentaux de carcinome [Micalizzi et al., 2010; Taube et
al., 2010; Yang and Weinberg, 2008]. Dans les carcinomes, I’activation de ce réseau
régulateur de génes serait responsable de la perte de I’architecture épithéliale comme les
jonctions intercellulaires, la polarit¢ apico-basale, et 1’acquisition de propriétés
mésenchymateuses telles que la migration et I’invasion de la matrice extracellulaire [Thiery
and Sleeman 2006]. En effet, un certain nombre de ces facteurs de transcription réprime

directement I’expression de 1’E-cadhérine, géne clé¢ dans la suppression de métastases des
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carcinomes [Peinado et al., 2004]. Les marqueurs d’EMT sont exprimés dans plusieurs types
de carcinome et dans les mélanomes [Thiery et al., 2009]. En dehors des carcinomes, une
signature d’expression génique d’EMT a été décrite dans des tumeurs non épithéliales.
Environ 30% des glioblastomes expriment des marqueurs d’EMT [Verhaak et al, 2010]. Par
ailleurs, la régulation de ce réseau de facteurs de transcription, leurs modes d’actions, ainsi
que leurs génes cibles restent encore inconnus. Une autre signature d’expression génique
d’EMT a identifi¢ Lyn comme un marqueur pronostique dans le sous-type basal du cancer
du sein, suggérant un traitement possible par le dasatinib ou d’autres inhibiteurs de la voie
Src [Choi et al., 2010]. Des études expérimentales ont démontré un role important des
cellules du microenvironnement tumoral dans la régulation de ce programme d’EMT
[Egeblad et al., 2010; Joyce and Pollard, 2009].

La théorie de la transition EMT ne récapitule pas en entier tout le processus d’invasion
métastases de tant plus que d’autres programmes d’invasion ont été rapportés [Friedl and
Wolf, 2010]. Les cellules souches cancéreuses, que nous verrons plus loin, peuvent aussi

étre impliquées.

6. métabolisme énergétique

La prolifération illimitée, qui est par essence la caractéristique fondamentale de la
maladie cancéreuse, implique non seulement une dérégulation des mécanismes du contrdle
de la multiplication cellulaire mais également un ajustement du métabolisme énergétique
pour aviver cette croissance et prolifération cellulaire. Une altération du métabolisme
énergétique des cellules malignes a été observée par Otto Warburg [Warburg, 1956a,
1956b], on parle de I’effet Warburg. Ceci correspond a une augmentation de la captation et
de la conversion de glucose en lactate par les cellules cancéreuses dans des conditions
adéquates d’oxygénation [DeBerardinis et al., 2008 ; Vander Heiden et al., 2009]. En effet,
méme en présence d’oxygene, le métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse se base
largement sur la glycolyse, on parle «glycolyse aérobie». La baisse conséquente de la
production d’ATP de ce switch métabolique est compensée par une augmentation des
transporteurs du glucose, notamment GLUT1 ("glucose transporter 1"), lesquels accentuent
substantiellement I’import du glucose vers le cytoplasme [DeBerardinis et al., 2008, Hsu and
Sabatini, 2008]. Dans plusieurs tumeurs, une augmentation de la capture et de 1’utilisation
du glucose a été démontrée grace a la tomographie par émission de positron (PET) avec un

analogue radioactif du glucose utilis¢ comme rapporteur (18F-fluorodeoxyglucose, FDG).
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Ce ravitaillement en glucose de la cellule cancéreuse est associ¢ a I’activation des oncogenes
(exemple MYC et RAS) et a la présence de mutations de suppresseurs de tumeurs (comme
TP53) [Dang et al., 2009 ; DeBerardinis et al., 2008; Jones and Thompson, 2009]. La
dépendance de la cellule tumorale pour la glycolyse s’accentue en période d’hypoxie qui
s’observe au cours de la carcinogenese. Cette hypoxie induit une augmentation des
transporteurs du glucose et I’expression de plusieurs enzymes impliquées dans la glycolyse
[DeBerardinis et al, 2008; Jones and Thompson, 2009]. Ainsi ’activation de RAS et
I’hypoxie peuvent indépendamment augmenter les taux des facteurs de transcription HIF-1a
et HIF-2a qui en retour stimulent la glycolyse [Semenza, 2010a, 2010b; Kroemer and
Pouyssegur, 2008]. Le fondement de ce switch métabolique dans les cancers reste
énigmatique. En revanche, il semble que cette reprogrammation métabolique aboutisse a une
diversification des métabolites intermédiaires de la glycolyse. Ces derniers sont en
conséquence orientés dans des voies de biosyntheése des nucléosides et des acides aminés; ce
qui facilite la synthése des macromolécules et des organelles indispensables pour
I’assemblage de nouvelles cellules [Locasale et al., 2011 ; Vander Heiden et al., 2009].

Une altération des enzymes du métabolisme énergétique a été rapportée dans les
cancers. Par exemple, des mutations activatrices des genes codant pour les enzymes
isocitrate déshydrogénasel/2 (IDH1/2) ont été rapportées dans les leucémies, [Andersson et
al.,, 2011; Yen et al.,, 2010]. Par ailleurs, ces mutations peuvent indirectement agir sur

I’angiogenese et la stabilit¢ du génome [Reitman and Yan, 2010].

7. Echappement au controle du systéme immunitaire

Le role d’un systéme immunitaire défaillant dans la survenue d’un cancer semblerait
étre validé par la fréquence ¢levée de certaines formes de cancers chez les patients
immunodéprimés [Vajdic and Van Leeuwen, 2009]. Néanmoins, la grande majorité de ces
cancers sont induits par des virus. Ceci suggere qu’une bonne partie du contréle de ces
tumeurs passe par la réduction de la charge virale, c’est a dire 1’élimination des cellules
infectées chez ces patients. Ces observations soulignent le role possible du systeme
immunitaire dans la limitation de la formation de plus des 80% des cancers non induits par
des virus. Des études basées sur des souris transgéniques et sur 1’épidémiologie clinique
suggerent que le systéme immunitaire opere comme une barriére significative contre la
formation et la progression, au moins de certaines formes de cancers non induits par des

virus.Des études expérimentales ont mis en évidence le role des cellules de I'immunité
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adaptative et innée dans la surveillance immunitaire et 1’éradication des cancers Kim et al,
2007; Schreiber et al, 2011 ; Teng et al, 2008 ; Figure 12]. Particuli¢rement, un déficit de
développement ou un dysfonctionnement des lymphocytes T cytotoxiques CD8 (LTC),
helper CD4" (Ty1) ou des cellules naturelles killer (NK), est associé a une augmentation de
I’incidence des tumeurs. Plusieurs expériences ont montré qu’une fois activés, les
macrophages peuvent devenir tumoricides in vitro [Fidler et al., 1981].

Les expérimentations de greffe de tumeurs chez la souris ont montré que des tumeurs
survenant initialement chez des souris immunodéficientes sont souvent inefficaces dans
I’initiation de greffe de tumeurs chez des hotes syngéniques immunocompétents, a 1’inverse,
des tumeurs survenant chez des souris immunocompétentes sont capables d’initier des
greffes de cellules malignes dans des les 2 types d’hotes [Kim et al., 2007; Teng et al.,
2008]. L’une des raisons avancées pour expliquer ces résultats: est que les clones malins
hautement immunogenes sont ¢liminés dans les hotes immunocompétents, c’est le processus
d’immunoediting (Figure 12), donnant ainsi 1’avantage aux clones variants faiblement
immunogenes de proliférer et générer des cancers dans les 2 types de souris. En revanche,
chez la souris immunodéficiente, les clones hautement immunogenes ne sont sélectivement
pas détruites, au contraire elles vont autant proliférer que les cellules faiblement
immunogenes. Quand ces tumeurs non «éditées» sont greffées, le clone immunogéne est
rejeté, pour la premiére fois, par le systéme immunitaire compétent du receveur [Schreiber et
al., 2011 ; Smyth et al., 2006].

Le processus d’immunoediting du cancer est un mécanisme extrinséque qui vise a
détruire la tumeur [Vesely et al., 2011]. Il est engagé aprés la transformation maligne de la
cellule et en cas d’échec de mis en place des processus intrinséques de suppression tumorale.
Dans sa forme la plus complexe, I’immunoediting du cancer correspond a 3 phases
séquentielles : 1’¢élimination, 1’équilibre et 1’échappement (Figure 12). Dans [’étape
d’élimination, les acteurs de I’immunité adaptative et innée vont détruire la tumeur en cours
de développement avant qu’elle ne devienne cliniquement décelable. Plusieurs cellules et
molécules ont ét¢ impliquées dans cette phase d’élimination, néanmoins d’autres travaux
sont requis pour déterminer quelle est la séquence exacte de leur mode d’action [Schreiber et
al., 2011]. La destruction de tous les clones malins est ’ultime objectif de la phase
d’élimination. Si quelques clones tumoraux variants arrivent a survivre a cette phase, ils
peuvent alors entrer en phase d’équilibre ou leur expansion est controlée par des
mécanismes immunologiques. A la différence des protagonistes de I’immunité innée, ceux

de I'immunité adaptative, lymphocytes T, IL-12 et INF-y, sont indispensables pour
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maintenir ce type de clone dans un état de dormance fonctionnel. C’est pendant cette phase
d’équilibre que s’établi I’immunoediting d’une tumeur [Vesely et al., 2011]. En raison d’une
pression de sélection immunitaire s’exer¢ant sur des clones génétiquement instables,
d’autres clones variants peuvent émerger et qui : (1) ne sont plus reconnus par les cellules
immunitaires (perte d’expression d’antigénes variants, incapacit¢ de synthése ou de
présentation d’antigénes), (2) deviennent insensibles a 1’action des effecteurs immunitaires,
ou (3) peuvent induire un état de tolérance immunitaire dans le microenvironnement. Ces
cellules peuvent alors entrer en phase d’échappement, pendant laquelle leur expansion n’est

plus bloquée par le systéme immunitaire.
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phase, qui met en jeu I’immunité adaptative, que s’établi « I’immunoediting » des clones
maintenus dans un état de dormance. Les clones qui arrivent a détourner ce processus entrent en
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Regulatory T cells. D’apres [Vesely et al., 2011].
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Les études clinicoépidémiologiques soutiennent ’existence d’une réponse immunitaire
anti-tumorale dans certaines formes de cancers [Bindea et al., 2010; Ferrone and Dranoff,
2010; Nelson, 2008]. Dans les cancers du colon et de 1’ovaire, le pronostic des patients est
d’autant meilleur que la tumeur est massivement infiltrée par des cellules LTC et NK
[Nelson, 2008; Pages et al., 2010]. Les patients transplantés d’organes développent des
cancers a partir des cellules du donneur. Probablement, chez le donneur ostensiblement
indemne, les cellules malignes sont maintenues dans un état de quiescence par un systéme
immunitaire compétent [Strauss and Thomas, 2010]. Une autre étude clinique a montré que
plus le pourcentage de macrophage dans la tumeur est élevé plus le risque de métastases est
faible [Gauci and Alexander, 1975]. Par ailleurs, chez les patients immunodéprimés,
I’épidémiologie n’a pas montré une recrudescence dans la majorité des cancers non induits
par des virus. Ceci va I’encontre de I’idée qui stipule que le systéme immunitaire pourrait
étre une barriére anticancer. Néanmoins, chez les malades atteints par le VIH et greffés
d’organes, I’immunodéficience prédomine sur les lymphocytes B et T, donc la possibilité
d’une immunité résiduelle anticancer basée sur les cellules NK et les autres acteurs de
I’immunité innée pourraient étre envisagés chez ces patients.

L’ensemble de ces études simplifie les interactions entre la tumeur et le systéme
immunitaire de 1’hote puisque les cellules malignes les plus immunogenes peuvent échapper
au contrdle du systeme immunitaire (Figure 12). Par exemple, les cellules malignes peuvent
paralyser D’infiltrat de LTC et des cellules NK en secrétant le TGFf ou d’autres facteurs
immunosuppressives [Shields et al., 2010; Yang et al., 2010]. De plus, le VEGF peut altérer
le systéme immunitaire via 1’inhibition de la différenciation des cellules dendritiques [Ellis
et al.,, 2000]. D’autres mécanismes encore plus subtils peuvent opérer en recrutant des
cellules inflammatoires qui ont une action immunosuppressive comme les cellules T
régulatrices ("Regulatory T cells", Treg) et les cellules myé¢loides suppressives ("myeloid-
derived suppressor cells", MDSC) [Mougiakakos et al., 2010; Ostrand-Rosenberg and
Sinha, 2009] (Figure 12). La croissance tumorale est associée a 1’expansion des MDSC qui
inhibent la prolifération et la fonction des lymphocytes T. Les macrophages activés, présents
dans le microenvironnement tumoral, sécrétent des enzymes protéolytiques qui facilitent

I’invasion et la dissémination métastatique [Hagemann et al., 2004] (Figure 12).
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8. Microenvironnement tumoral

Le concept couramment admis présente le cancer comme un agglomérat relativement
homogene de cellules malignes. En corollaire, 1’étude du cancer passe par la compréhension
des caractéristiques autonomes de cette formation. En revanche, les études menées durant la
derniére décennie convergent vers 1’idée que le cancer a une organisation complexe. Ainsi,
la compréhension de la biologie du cancer passe par I’étude des cellules spécialisées
constituant cette formation et du microenvironnement tumoral élaboré tout au long du
processus multiétape de la carcinogenése. Ces constats ont été faits a partir de 1’étude des
carcinomes, dans lesquels les cellules épithéliales malignes constituent un compartiment,
appelé parenchyme, clairement individualisé par rapport aux cellules mésenchymateuses qui

forment le stroma.

8.1. cellules malignes et les cellules souches cancéreuses

Les tumeurs issues de différents patients, que ce soient des leucémies ou des tumeurs
solides, présentent une hétérogénéité significative sur le plan : morphologique, expression de
marqueurs de surface, anomalies génétiques, cinétique de prolifération cellulaire et la
réponse au traitement. L hétérogénéité de toutes ces caractéristiques est aussi observée a
I’échelle d’une méme tumeur en dépit de sa clonalité. Bien que les cellules d’une méme
tumeur partagent les mémes anomalies génétiques et épigénétiques, les analyses détaillées
cellule par cellule ont rapporté des variations des aberrations génétiques et épigénétiques
entre les différentes cellules. Deux modéles mutuellement exclusifs ont été avancés pour
expliquer cette hétérogénéité tumorale : le modele stochastique et le modele hiérarchique
[Wang and Dick, 2005 ; Campbell and Polyak, 2007].

Le modele stochastique (Figure 13) prédit qu’une tumeur est biologiquement
homogene et le comportement des cellules cancéreuses est modulable par des facteurs
intrinseques (tels que les taux des facteurs de transcriptions, voies de signalisation) ou
extrinséques (comme, facteurs de 1’hdte, microenvironnement, réponse immune). Ces
influences sont donc imprévisibles ou aléatoires et aboutissent a une hétérogénéité : dans
I’expression des marqueurs de surface ou d’autres marqueurs de maturation, dans I’entrée en
cycle cellulaire ou dans la capacité de I’initiation tumorale. Un principe clé de ce modéle est
que toutes les cellules de la tumeur sont égales face a ces influences stochastiques et aussi
ces cellules malignes peuvent passer d’un état a un autre car ces facteurs n’induisent pas un

changement permanent [ Wang and Dick, 2005].
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A I’opposé, le modele hiérarchique postule qu’une tumeur est I’image "déformée" d’un
tissu normal en développement ou les cellules souches maintiennent 1’hiérarchie d’un tissu
normal (exemples : colon, cellules hématopoiétiques, peau). Dans ce modele les "cellules
souches leucémiques" sont biologiquement distinctes, maintiennent, renouvellent le clone
malin par auto-renouvellement et subissent la maturation pour générer des progéniteurs qui

sont dépourvus de caractéristiques de cellules souches (Figure 13).
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cellules tumorales sont biologiquement équivalentes mais sont soumises a des
facteurs extrinseques et intrinséques qui sont a l’origine de changements
imprévisibles des cellules malignes. Ainsi il est difficile de purifier les cellules
initiatrices du processus tumoral. A I’opposé, le modele hiérarchique suppose
I’existence de classes de cellules biologiquement distinctes ayant des aptitudes
fonctionnelles et des comportements différents. Uniquement un sous-groupe de
cellules, cellules souches cancéreuses, est capable d’initier la prolifération
tumorale. D’apres [Dick, 2008].
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L’existence de cellule souche cancéreuse ("cancer stem cell”, CSC) a initialement été
proposée il y a plus de 47 ans [Bruce and Van der Gaag, 1963]. Ultérieurement, ce concept a
été cristallisé par la découverte tout d’abord dans la leucémie aigué myéloide (LAM), puis
dans différents types de cancers, d’une fraction de cellules largement quiescente, ayant une
durée vie prolongée et douée d’une capacité d’auto-renouvellement [Clarke et al., 2006].
Ces CSC, sont le support de la maladie cancéreuse et se différencient en progéniteurs quand
elles sont transplantées en série chez la souris immunodéficiente NOD-SCID [Bonnet and
Dick, 1997; Cho and Clarke, 2008; Lobo et al., 2007]. A cette définition fonctionnelle, est
souvent associée une identification par des marqueurs de surface co-exprimés par les CSC et
leurs homologues normales [Al-Hajj et al., 2003]. Par exemple, dans les LAM une petite
sous population (<0.001%) de cellules, de phénotype CD34+/CD38- (un phénotype que
partagent aussi les CS hématopoiétiques normales), est seule capable de générer toutes les
cellules malignes [Bonnet and Dick, 1997 ; Eisterer et al., 2005]. Dans les glioblastomes, les
CSC se distinguent par I’expression de I’antigéne CD133 [Olivier and Wechsler, 2004].
L’hypotheése de CSC ne présume en rien de I'origine de la cellule maligne (cellule dans
laquelle s’est apparu les éveénements initiaux tumorigenes) qui peut €tre soit une cellule
souche soit un progéniteur [Reya et al., 2001].

La proportion de CSC dans une tumeur, leurs rapports avec leurs homologues
normales, et I’hiérarchie structurelle de la tumeur ne sont encore pas clairement établis. Par
exemple, dans les LAM, le profil moléculaire des CSC est plus proche de celui des
progéniteurs normaux [Goardon et al., 2011]. Dans les leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL) de I’enfant, les cellules malignes ne semblent pas étre organisées selon un modele
hiérarchique et les CSC ne sont pas aussi rares que dans les LAM (1/100 dans les LAL
versus 1/10*-1/10° dans les LAM) [Goardon et al., 2011; Le Viseur et al., 2008]. Ceci
contraste avec des mélanomes humains agressifs métastatiques qui ont 25% de CSC [Boiko
et al., 2010; Quintana et al., 2008]. Dans les leucémies, une sous-population de cellules
propage mais peut ne pas reconstituer I’intégralité de la tumeur in vivo. Elles sont ainsi
appelées cellules leucémiques initiatrices [Vyas and Jacobsen, 2011]. Il existe probablement
des raisons d’ordre expérimentale et conceptuelle a 1’origine de la divergence de ces
données. La différence de pourcentage de CSC entre les LAM et LAL pourrait étre
expliquer par une meilleure efficacité¢ de la xénogreffe de cellules lymphoides comparées
aux cellules myéloides chez la souris immunodéficiente. La différence d’hiérarchie
structurelle entre les tumeurs pourrait en rapport avec une différence d’organisation de leurs

tissus normaux. Un tissu normal, organis¢ selon une hiérarchie souple peut favoriser la
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formation de tumeurs riches en cellules initiatrices. Si la cellule normale peut ré-intégrer le
compartiment des cellules souche a partir du compartiment des progéniteurs précoces, ceci
peut étre a I’origine d’une interconversion bidirectionnelle entre la fraction des CSC et le
reste du compartiment cellulaire de la tumeur. Cette plasticit¢ phénotypique, a 1’origine
d’une variation dynamique de la proportion des CSC, complique I’évaluation réelle du taux
de CSC dans une tumeur. Dans le méme ordre d’idée, 1’hiérarchie structurelle d’une tumeur
donnée évolue au fur et a mesure de la progression de la maladie cancéreuse. Il en découle
des différences dans : 1’hiérarchie cellulaire et la proportion des CSC entre les différents
types de cancers, les différents patients, et chez le méme malade en réponse au traitement ou
au cours de la progression de la maladie.

Les méthodes actuelles d’identification et d’isolement des CSC, dont la formation de
"sphéres" (mammo-, prostato-, colonosphéres) correspondant a la prolifération
tridimensionnelle de clones, le développement de colonies et la détection de marqueurs
spécifiques ont leurs limites. En particulier, peu se soucient de I’influence du
microenvironnement qui est rarement reconstitu¢ dans ces systemes. Actuellement, on
connait I’influence de la signalisation par les cellules stromales entourant la tumeur non
seulement sur I’expression des marqueurs de surface, mais aussi sur la survie et la croissance

des CSC.

8.2 Stroma tumoral

L’hétérogénéité du stroma tumoral est supérieure a celle de la tumeur elle-méme
[Valastyan and Weinberg, 2011]. Ce stroma est formé par des cellules endothéliales, des
péricytes, des cellules de I’'immunité et des fibroblastes associés aux cancers.

Les composants proéminents du stroma tumoral sont les cellules constituantes les
vaisseaux associ¢s aux tumeurs. Durant la progression tumorale le swiftch angiogénique,
activant des cellules endothéliales quiescentes, va leur permettre d’induire un nouveau
programme biologique dans 1’optique de développer une néovasularisation. Comme cela a
précédemment ¢été noté, ce mécanisme d’angiogencse est soutenu par un réseau
interconnecté de voies de signalisation impliquant des ligands (exemple VEGF ; Figure 8)
de récepteurs exprimés par les cellules endothéliales. Ces voies de signalisation sont
fonctionnellement impliquées dans le développement de néovaisseaux tumoraux et illustre la
régulation complexe du phénotype des cellules endothéliales [Ahmed and Bicknell, 2009;
Dejana et al., 2009]. De plus des études ont montré que le profil d’expression ainsi que les

marqueurs de surfaces des cellules endothéliales normales et associées aux tumeurs sont
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différents [Nagy et al., 2010]. Par ailleurs, le rdle des cellules endothéliales des vaisseaux
lymphatiques dans la croissance tumorale reste mal compris. En effet, les vaisseaux
lymphatiques traversant la tumeur sont typiquement en collapsus et non fonctionnels. A
I’inverse, une prolifération intense est présente dans les vaisseaux lymphatiques qui sont en
périphérie de la tumeur et ceux qui jouxtent le tissu normal qui est infiltré par des cellules
malignes. Ces derniers vaisseaux servent comme des canaux pour la dissémination
métastatique des ganglions tributaires de ces vaisseaux lymphatiques.

Les péricytes, cellules mésenchymateuses spécialisées, sont associés aux vaisseaux
sanguins. Ces cellules maintiennent I’endothélium dans un état de quiescence. Il semble
qu’il existe une corrélation entre la densité en péricytes des vaisseaux tumoraux et le
potentiel métastatique de la tumeur. En effet, une faible couverture de la paroi des
néovaisseaux en péricytes faciliterait I’intravasation des cellules malignes dans la circulation
sanguine et la dissémination hématogeéne conséquente [Gerhardt and Semb, 2008; Raza et
al., 2010].

Les cellules inflammatoires font partie du stroma tumoral. Il s’agit des cellules de
I’immunité innée et adaptative. Comme cela a précédemment été discuté, ces cellules
constituent une barriére anticancer mais peuvent a des degrés variables promouvoir la
croissance tumorale dans presque la majorité des cancers.

Les fibroblastes, présents a des proportions variables dans les carcinomes, constituent
dans plusieurs cas la population cellulaire prépondérante du stroma tumoral. Le terme de
fibroblastes associés aux cancers regroupe au minimum 2 types de cellules. Premi¢rement, il
y a les cellules qui ont une importante similitude avec les fibroblastes qui constituent le
composant fondamental de la structure de presque la majorité des tissus épithéliaux
normaux. Les myofibroblates représentent le 2™ type de cellules. Ces cellules ont un role
dans la cicatrisation néanmoins, leur action prolongée dans les états d’inflammation
chronique peut entrainer une fibrose. Des études ont montré que ces 2 types de cellules
augmentent la prolifération des cellules malignes, I’angiogenése, I’invasion et les métastases
[Bhowmick et al., 2004; Kalluri and Zeisberg, 2006].

Les différentes variétés de cellules stromales qui constituent le microenvironnement
tumoral peuvent étre recrutées a partir du tissu normal adjacent. De plus, des études ont
montré que la moelle osseuse peut étre une source clé de ces cellules stromales [Bergfeld
and DeClerck, 2010; Lamagna and Bergers, 2006]. L’origine médullaire des progéniteurs
des péricytes et d’autres variétés de fibroblastes associés aux cancers a ¢été démontrée dans

des modeles de cancers chez la souris. En revanche la prévalence et 1’importance
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fonctionnelle des progéniteurs des cellules endothéliales restent non résolues [Bergfeld and
DeClerck, 2010]. Ainsi, les cellules du microenvironnement tumoral peuvent provenir: de la
prolifération de cellules stromales préexistantes, de la différenciation in situ de cellules
souches/progéniteurs originaires du tissu normal adjacent, ou via le recrutement de cellules
souches/progéniteurs médullaires [Joyce and Pollar, 2009].

Les cellules du parenchyme tumoral interagissent avec les cellules du
microenvironnement (Figure 14). Ceci a ét¢ démontré dans le cancer du sein. Par exemple,
les adipocytes présents dans le microenvironnement local, en produisant 1’interleukine 6
(IL6) vont stimuler I’invasion des cellules tumorales [Dirat et al., 2011]. L’invasion et la
migration des cellules carcinomateuses sont initiées grace a des facteurs de croissance tels

que la chémokine CXCL12, produite par les

péricytes, fibroblastes et les cellules ’ Ie'?l‘?'p” /\
tumorales, qui se lie a son récepteur (CXC4) \ ,/—

- CXCRAN @ CSE-1R
exprimes par les macrophages et les cellules | S A
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Figure 14: Interaction des cellules stromales et
stimulating factor-1 (CSF-1) ont été tumorales. Adapté de [Qian and Pollard, 2010].
rapportées. L’EGF induit la migration des
cellules malignes alors que le CSF-1 permet le recrutement de macrophages, d’ou une
boucle de régulation paracrine [Condeelis and Segall, 2003]. De plus, les lymphocytes T
CD4+ stromales stimulent la migration des cellules carcinomateuses en recrutant des
macrophages [DeNardo et al., 2009]. La sécrétion d’interleukine 4 (IL-4) par les cellules
carcinomateuses ou les lymphocytes CD4+ stimule la production de la protéase cathépsine
par les macrophages [Gocheva et al., 2010].
Le role crucial du microenvironnement dans le développement de 1’inavsion-métastase des

tumeurs solides est bien étudié et commence a €merger pour les hémopathies malignes

[Buonamici et al., 2009 ; Burger et al., 2009].
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II. Altérations génomiques

L’acquisition des caractéristiques fonctionnelles précédemment énumérées par la
cellule cancéreuse dépend dans une large proportion des altérations génomiques de cette

cellule.
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Figure 15 : Lignage des cellules somatiques depuis la naissance de la premicre cellule
apres conception jusqu’a apparition de la premiére cellule dans une tumeur. Cette
cascade d’événement dénote la chronologie de 1’acquisition des mutations somatiques et
les processus a I’origine de ces anomalies. D’aprées [Stratton et al., 2009].

Ces mutations somatiques ont ¢t¢ accumulées durant la progression multiétape du
processus tumoral. Certaines d’entres elles sont acquises au moment ou les cellules
ancestrales du cancer sont biologiquement et phénotypiquement normales (Figure 15).
Dans les cellules normales, I’ADN est constamment endommagé par des agents
génotoxiques et clastogenes exogene et endogéne. La majorité de ces dommages sont
réparés puisque le taux de mutagenése spontané chez 1’homme est de 1’ordre de 10° a 107!
par base et par division cellulaire [Kunkel and Bebenek, 2000]. En revanche, une faible
fraction peut se convertir en mutations fixes. La compréhension du taux de mutation
somatique dans les cellules normales reste relativement rudimentaire. Néanmoins, il est
probable que ce taux de mutation dépend de la nature de cette mutation et du type cellulaire
concerné. Le taux de mutation augmente en présence d’important mutagénes exogenes, tels
que le tabac, les rayons ultraviolets, et les radicaux libres provoqués par des mécanismes

inflammatoires. Cette exposition s’accompagne d’une part, d’une augmentation de
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I’incidence des cancers du poumon et de la peau respectivement et d’autre part, de la
présence de mutations somatiques caractéristiques de ces agents mutagénes dans les
génomes de ces tumeurs [Olivier et al., 2004]. Les taux des différentes classes de mutations
somatiques sont également ¢élevés dans plusieurs maladies rares héréditaires associées a des
instabilités chromosomiques ou génétiques comme 1’anémie de Fanconi et le xéroderma
pigmentosum, lesquelles sont associées a un risque élevé de cancer [Hanks and Rahman,
2005; Kennedy and D’ Andrea, 2006].

Le reste de mutations somatiques dans le génome de la cellule cancéreuse est acquis
durant le segment de lignage cellulaire dans lequel les cellules ancestrales du cancer ont déja
un phénotype tumoral (Figure 15). Si le taux de mutation somatique est toujours ¢élevé dans
cet intervalle de lignage cellulaire reste encore un sujet de controverse [Bodmer et al., 2008;
Loeb et al., 2001, 2008]. Pour certaines formes de cancer, ceci est clairement le cas. Par
exemple, les cancers du colon et I’endometre, liés un défaut de réparation des
mésappariements secondaire a des mutations des génes MLHI et MSH?2, présentent des taux
¢levés de mutations somatiques [Greenman et al., 2007; Lengauer et al., 1998]. Ce
«phénotype mutateur» peut se voir dans d’autres types de cancers avec instabilité
chromosomique ¢élevée, bien que ces types soient généralement moins caractérisés
[Lengauer et al., 1998]. Le role d’un taux ¢élevé de mutations somatiques dans la genése d’un
cancer s’explique par une augmentation de la diversité des séquences d’ADN sur lesquelles
s’opere la sélection. En revanche, il a été suggéré que le taux de mutations des cellules
normales semble étre suffisant pour le développement de certaines formes de cancers, sans
avoir besoin d’un «phénotype mutateur» [Bodmer et al., 2008; Loeb et al., 2008; Tomlinson
et al., 1996].

Au cours du temps, ’acquisition des mutations peut ne pas €tre progressive [Nowell,
1976] et les prédécesseurs de la cellule cancéreuse peuvent subitement acquérir un grand
nombre de mutations. Récemment la combinaison du « séquencage paralléle en masse du
génome » et de I’analyse des polymorphismes, SNP, comparée entre tumeurs primaires et
une variété¢ de lignée, a mis en €vidence un nouveau mécanisme d’instabilit¢ génétique
appelé chromothripsis (du grec : chromos pour chromosome et thripsis pour briser et éclats)
[Stephens et al., 2011] (Figure 16). Il se caractérise comme un événement cataclysmique
survenant soit sur un chromosome unique, soit sur un bras de chromosome, voire sur un tout
petit nombre de chromosomes qui subissent d’abord une fragmentation importante et
soudaine suivie d’un réassemblage de ces fragments chromosomiques. Ce type d’aberration

chromosomique a récemment été rapporté dans le myélome multiple et semble étre associé a
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un mauvais pronostic [Magrangeas et al., 2011]. Le chromothripsis, cet équilibre ponctué,
apparait comme un nouveau mécanisme d’évolution des cancers. Par ailleurs, 1’hypothése
originale de 1’évolution clonale a suggéré que D’acquisition des mutations dans une
population tumorale se fait d’'une manicre séquentielle [Nowell, 1976]. Des études récentes
basées sur le séquengage de marqueurs clonaux et ’analyse du nombre de copies suggerent
que dans une tumeur, les sous clones peuvent étre organisés selon un schéma non linéaire

avec des ramifications de familles de clones [Campbell et al., 2010; Mullighan et al., 2008].
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Figure 16 : Chromothrispsis. D’aprés
[Stephens et al., 2011].

Au moment du diagnostic, un cancer est formé par des milliards de cellules. Le
génome de ces cellules comprend les mutations somatiques ayant servi a I’initiation [Bozic
et al., 2010; Haber and Settleman, 2007] du processus malin et plusieurs autres anomalies
additionnelles acquises durant la progression de la maladie cancéreuse ,. Quelque soit la
nature de leur structure, ces anomalies additionnelles sont classées en mutations drivers et
passengers [Stratton, 2011]. Les mutations drivers conférent un avantage prolifératif a la
cellule porteuse de ces mutations et qui sont donc sélectionnées positivement au cours de
I’évolution du processus malin. Ces mutations sont présentes, par définition, dans un groupe
de geénes appelés génes du cancer [Futreal et al.,, 2004; http://www.sanger.ac.uk/
genetics/CGP/Census/] et vont donc subvertir le contrdle normal de la prolifération, la
différenciation et la mort cellulaire et les autres interactions homéostasiques avec le

micorenvironnement tissulaire . A l’inverse les mutations passengers n’offrent aucun
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avantage prolifératif, biologiquement neutres, a la cellule tumorale donc elles ne sont pas
sélectionnées [Greenman et al., 2007]. Elles sont présentes dans les progéniteurs d’un clone
définitif en expansion ayant déja acquis une ou des mutations drivers [Bozic et al., 2010]. 11
est nécessaire de souligner que les mutations drivers contribuent au processus de
carcinogenese et ne sont pas la cause du cancer [Bozic et al., 2010; Vogelstein and Kinzler,
2004] II est hautement probable que la majorité des cancers portent plus d’une mutation
driver et leur nombre varie selon le type de cancer [Stratton et al., 2009]. Par exemple, il
semble que les carcinomes communs de 1’adulte, tels que les cancers du sein, colo-rectaux et
la prostate, requi€rent au minimum 5-7 événements, possiblement I’équivalent en mutations
drivers [Komarova et al., 2003, Miller, 1980], alors que ce nombre est beaucoup plus faible
en cas d’hémopathies malignes [Nowell, 2002; Miller, 1980; Rowley, 1998]. En revanche,
des analyses récentes des mutations somatiques dans des cancers indiquent que le nombre
des mutations drivers peut étre tres €levé [Beerenwinkel et al., 2007].

Une importante sous classe de mutations drivers, sont celles qui conférent une
résistance aux traitements (Figure 15). Ces mutations sont typiquement présentes dans les
formes récurrentes de cancers ayant initialement répondus aux traitements mais qui sont
devenus secondairement résistantes. En 1’absence de traitement, les mutations de résistance
conférent souvent un avantage prolifératif limité a la cellule maligne. Certaines semblent
préexister a l’instauration du traitement, elles sont présentes en tant que mutations
passengers dans des sous clones minoritaires de la population cellulaire tumorale jusqu’a ce
que I’environnement change et devient sélectif par 1’instauration du traitement [Mullighan et
al., 2008; Roche-Lestienne et al., 2002]. La mutation passenger se converti alors en
mutation driver et le sous clone résistant va ainsi acquérir un avantage prolifératif plus
important, responsable donc d’une récidive tumorale.

Ces mutations drivers peuvent survenir, dans la lignée germinale, responsable donc
d’une prédisposition au cancer héréditaire, ou dans une cellule somatique, a ’origine de
cancers sporadiques. Une mutation est définie par tous changements dans la séquence du
génome [Vogelstein and Kinzler, 2004]. Ces modifications comprennent celles qui affectent
une seule paire de base mais ¢galement celles a 1’origine, d’une grande ou petite délétion,
d’insertion, d’amplification ou de translocation. Dans la lignée germinale, la majorité des
mutations sont subtiles, en revanche, tous les types de mutations peuvent étre retrouvés dans
une tumeur. Toutes ces mutations sont rares ou absentes dans les cellules normales

[Lengauer et al., 1998].
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Ces mutations sont 2 types [Loeb, 2001; Rajagopalan et al., 2003]. Dans une faible
proportion de tumeurs, ces anomalies sont observées au niveau du nucléotide [Lengauer et
al., 1998]. Dans la majorité des autres cancers, ces anomalies sont détectées au niveau

chromosomique [Lengauer et al., 1997, 1998; Nowak et al., 2002].

1. Altérations ponctuelles de séquences

Le premier type d’anomalie qui a été mis en évidence dans les tumeurs comprend un
changement subtil de séquence qui altére une ou quelques paires de base (pb). Ce type
d’anomalie n’est pas courant dans les tumeurs humaines, mais, quand il est présent, il est a

I’origine d’un phénotype tumoral sévere [Lengauer et al., 1998].

L’ADN néosynthétisé peut comporter des erreurs malgré les fonctions d’édition de la
polymérase chargée de la réplication. Il est peut également subir des 1ésions d’origine
exogene (exemple, les rayons ultravoilets, UV). Plusieurs mécanismes interviennent dans la
réparation de lésions subtiles de ’ADN dont 2 voies majeures ont été associées au
développement des cancers : réparation des mésappariements et réparation par excision de

nucléotides.

1.1. Réparation des mésappariements (MMR : "mismatch repair'’)

La voie MMR est responsable de la réparation des mésappariements (ou
hétéroduplexes) des bases d’ADN qui sont généralement commis par les polymérase 0 et ¢
et dont la fréquence est évaluée a 107'° [Kunz et al., 2009 ; Stojic et al., 2004 ].

Cette voie fait appel aux proteines : MLH1(MutL homolog 1), MSH2, MSH3, MSH6
(MSH : "MutS homolog 2") et PMS2 ("Postmeiotic segragation increased'). Ces enzymes
agissent sous forme d’hétérodimere et reconnaissent I’ADN sous une forme d’hétéroduplexe
[Soussi, 1999]. Chaque type de mésappariement est préférentiellement reconnu par un
hétérodimére donné. L’hétérodimere MLH1/ PMS2 se lie ensuite au premier hétérodimere et
la réparation se déroule par des étapes successives d’excision des bases mésappariées par le
complexe de nucléase EXOI-PCNA, puis resynthése du brin 1ésé par une polyémrase 0 et
enfin ligature par une ligase IV.

Le processus MMR répare non seulement les 1ésions induites sur I’ADN mais il joue
aussi un role critique dans le maintien de la stabilité génomique (notamment la taille de

séquences répétées de di- ou trinucléotides, appelées microsatellites). Une anomalie de la
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voie MMR est associée au cancer héréditaire du colon non polyposique (HNPCC). Cette
maladie génétique est causée par une mutation dans 90% des cas au niveau des genes MSH?2

ou MLHI [Bronner et al., 1994 ; Leach et al., 1993].

1.2. Réparation par excision de nucléotides (NER : nucleotide excision repair)

Ce mécanisme est mis en jeu pour la réparation des lésions d’ADN induites par les
rayons UV et par certains agents alkylants. La voie NER fait intervenir plusieurs protéines
notamment la protéine XP ("xéroderma pigmentosum"). La reconnaissance de la 1€sion peut
se faire de 2 fagons: dans le cas du global genome NER (GG-NER), les lésions sont
reconnues, indépendamment de leur localisation dans le génome, par un complexe protéique
XPC-RAD23B. Dans le second mécanisme, transcription-coupled-NER (TC-NER), seules
les lésions survenant dans les régions transcrites du génome sont prises en charge et fait
intervenir les protéines Cockayne syndrome A et B (CSA et CSB). Dans les 2 cas, des
hélicases XPD (ou ERCC2) et XPXPB (ou ERCC3) associées au complexe de transcription,
TFIIH, maintiennent la chromatine en position ouverte pour permettre 1’accessibilité aux
enzymes de réparation. La protéine XPA reconnait et vérifie la présence de la 1ésion, la
protéine RPA se lie a I’ADN endommag¢ et I’endonucléase XPG (ou ERCCS) incise le brin
en 3’ de la Iésion. L’endonucléase XPF (ERCC4), en association avec le facteur excision
repair cross complementation group I (ou ERCC1) qui incise ’ADN endommagé en 5° de
la 1ésion, et libére un fragment simple brin. L’ADN polymérase & ou € reconstitue alors la
partie excisée en apportant les nucléotides complémentaires a ceux du brin intact servant de
matrice, et une ligase restaure la continuité de I’ADN.

La voie NER est sous le contréle du géne 7P53 et les tumeurs déficientes pour 7P53
ne peuvent pas la mettre en jeu et il en résulte une instabilité génomique accrue. Le niveau
d’expression et/ou d’activité des protéines de la voie NER est un facteur important de
sensibilité aux agents anticancéreux provocants des 1ésions de I’ADN tributaire de cette voie
NER. La surexpression de ERCC1 est un facteur important de résistance au cisplatine des
cancers du poumon non a petites cellules.

Chez les eucaryotes il existe des mécanismes de tolérance des 1ésions de I’ADN. Ils
consistent chez les mammiferes en une série d’ADN polymérase translésionnelles, chacune
spécialisée dans le franchissement d’un type de I1ésion [Friedberg et al., 2005], par exemple
I’ADN polymérase n pour les dimeres thymine et ’ADN polymérase 6 pour les sites

abasiques. Ces polymérases sont fortement mutagenes et la synthese translésionnelle est
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utilisée par les tumeurs pour accroitre leur niveau d’instabilité¢ génomique. Leur expression

est souvent altérée dans les cancers.

2. Anomalies chromosomiques

L’association des anomalies chromosomiques au cancer (Tableaux 1 et 2) est connu
depuis le 20°™ siécle. Ces anomalies se divisent en 2 grands groupes. Les anomalies de
nombre qui englobent la ploidie, nombre de chromosome multiple de n (n=23
chromosomes) et 1’aneuploidie qui est définie par un nombre de chromosomes inférieur ou
supérieur a 2n. Les anomalies chromosomiques de structure peuvent étre, soit équilibrées
(insertion, 1inversion et translocations réciproque ¢équilibrée), soit déséquilibrées
(amplifications, délétions et duplications). Le progreés des moyens d’étude de 1’oncogénome
a permis de comprendre que les anomalies chromosomiques de structure ou segmentaire

(petite délétion ou petite duplication) contribuent au développement du cancer en : activant

des oncogenes et inactivant des genes suppresseurs de tumeurs [Mitelman et al., 2007].
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Disease

Acute malignant iymphoid proliferation
ALL L1/L2 Pre-B

ALL L1/L2 B or biphenotypic

ALL L1/L2 biphenotypic

ALL L1/L2 (child)

ALL L1/1L.2

ALL L1/L2

ALLLT

ALL L1/L2

ALLLI1/L3

ALL L1/L2

ALL L1/L2

ALL L1/L2

ALLL1/L3

B (ALL3, Burkitt’s leukemia/ lymphoma)
B (ALL3, Burkitt’s leukemia/ lymphoma)
B (ALL3, Burkitt’s leukemia/ lymphoma)

Follicular lymphoma to
lymphoma

large cell

Mantle-cell lymphoma
Marginal zone lymphoma
Marginal zone lymphoma
Marginal zone lymphoma
large cell diffuse lymphoma
large cell diffuse lymphoma

Anaplastic large-cell lymphoma

diffuse

Chronic malignant lymphoid proliferation

Lymphocytic B cell
lymphocytic leukemia

lymphoma,

Lymphocytic B cell
lymphocytic leukemia

lymphoma,

Lymphocytic B cell
lymphocytic leukemia

lymphoma,

Lymphocytic B cell
lymphocytic leukemia

lymphoma,

Lymphocytic B cell
lymphocytic leukemia

lymphoma,

Prolymphocytic T leukemia
Prolymphocytic T leukemia
Prolymphocytic T leukemia

Multiple myeloma

Chronic

Chronic

Chronic

Chronic

Chronic

Chromosomal Abnormalities

t(1;19)(q23;p13)
(9;22)(q34;q11)
t(4;11)(q21;923)
t(12;21)(p13;q22)

hyperdiploidy
50-60 chromosomes,

(5:14)(q31:932)
dup(6)(q22-q23)
del(9p),t(9p)
del(9)(p13)
€(9:12)(q34:p13)
t(11;V)(q23;V)
del(12p)
episome(9q34.1)§
t(8;14)(q24;932)
1(2;8)(p12;924)
t(8;22)(q24;q11)

t(14;18)(q32;921) and variants

t(11;14)(q13;932)
(1514)(p21:432)

3

t(11;18)(q21;q21)
t(3;14)(q27;q32), variants
t(11;14)(q13;932)
t(2;5)(p23;q35), variants

t(11;14)(q13;932)

t(14;19)(q32;q13)

t(2;14)(p13;932)

del(11)(q23.1)

del(13)(q14)

inv(14)(ql1q32)

t(14;14)(q11;q32)
t(7;14)(q35;932.1)
t(11;14)(q13;932)

Genes

PBX1-TCF3
ABL-BCR
AF4-MLL
TEL-AMLI1

IL3*IGH
MYB
2CDKN2(p16)
PAX5
ABL-TEL
MLL-V

ETV6
NUP214-ABLI
IGH*MYC
IGK*MYC?
IGK*MYC?

IGH*BCL2/IGK/IGL
CCND1*IGH

BCL10*IGH

BIRC3-MALTI1
BCL6*IGH, BCL6*V
CCND1*IGH
ALK-NPM1

CCND1*IGH

IGH*BCL3

BCL11A*IGH

ATM

DLEU, miR-16-1 & 15a

TCRA/TCR D* TCL1A
TCRA/TCR D* TCL1A
TCRB* TCL1A
CCND1*IGH

Targeted
therapy

Imatinib

Tableau 1: Exemples d’anomalies chromosomiques dans les hémopathies malignes. D’aprés [Bernheim, 2010].

60



Multiple myeloma

Multiple myeloma

Acute  myeloid leukemia, myelodysplastic

syndrome
AML M2

AML M3 and microgranular variant

AML M3 (atypical)

AML M4Eo

AML M5a and other AML
AML M5a and other AML

Acute megakaryoblastic leukemia

AML, MDS
AML, MDS

AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS
AML, MDS

Therapy-induced leukemia

Alkylating agent- and irradiation-induced

leukemia

Alkylating agent- and irradiation-induced

leukemia

Anti topoisomerasell induced leukemia

Chronic myeloid proliferation

Chronic myeloid leukemia (CML)

Lymphoblastic acutisation of CML

Polycytemia vera
MDS/MPD
Chronic myelomonocytic leukemia

5q- syndrome

t(4;14)(p16;932)
del(13)(q14)

1(8:21)(q22:922)
t(15;17)(q22;q11-12)
t(11;17)(q23;q12)
inv(16)(p13q22) ou
t(16;16)(p13;q22
t(9;11)(p22;q23)

t(1123;V)

t(1;22)(p13;q13)
t(3;3)(q21;q26) or variants
1(3;5)(q25;934)
1(5;12)(q33;p13)

-5 /del(5q)
%(6;9)(p23;q34)
t(7;11)(p15;p15)

-7 ou del(7q)
+8
t(8;16)(pl11;p13)
t(9;12)(q34; p13)
t(12;13)(p13;q12.3)
t(12;22)(p13;q13)
t(12;V)(p13;V), del(12p)
t(16;21)(p11;q22)
del(20q)

-5 ou del(5q)

-7 ou del(7q)

t(11q23;V)

1(9;22)(q34;ql1)

£(9;22), +8,+Ph, +19, i(17q)

, +9p, del(20q)
t(8:9)(p21;p24)
t(5;12)(q33;p13)
del(5q)

WHSCI-IGHGI
DLEU, miR-16-1 & 15a

RUNXI-RUNXIT1

PML-RARA Retinoid

PLZF-RARA Retinoid

CBFB-MYHI11

CBFB-MYHI11

MLL-MLLT3

MLL  multiple  partners

including MLL

RBM15-MKL1

RPNI1-EVI1

MLFI1-NPM1

PDGFRB-ETV6

RPS14

DEK-NUP214

HOXA9-NUP98

Numerous genes

MOZ-CBP

ETV6-ABL

ETV6-CDX2

ETV6-NM1

ETV6L-V

FUS-ERG

MLL-V
Imatimib,

BCR-ABL1 zzgeration
TKI
Imatimib,

BCR-ABLI nd
generation
TKI

PCM1-JAK2

PDGFRB-TEL Imatinib

RPS14

Tableau 1. Suite.
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Disease

Breast cancer

Breast and various cancers
Breast cancer

Breast cancer

Breast and various cancers
Colon cancer

Colon cancer
Hepatocellular carcinoma
Hepatocellular carcinoma
Lung cancer

Lung cancer (non—small-cell )

Lung, head and neck cancers

Lung cancer (non—small-cell )

Lung cancer (non—small-cell )
Ovarian cancer

Ovarian cancer

Ovarian, breast cancers
Ovarian, breast cancers
Prostate cancer

Prostate cancer

Renal carcinoma papillary
Renal carcinoma papillary
Renal carcinoma papillary
Thyroid cancer follicular
Thyroid cancer papillary
Thyroid cancer papillary

Ewing’s sarcoma

Ewing’s sarcoma
Rhabdomyosarcoma alveolar

Rhabdomyosarcoma alveolar
Rhabdomyosarcoma alveolar

Chondrosarcoma (extrasqueletical)

Chondrosarcomas (myxoid)

Desmoplastic tumors
Clear cell sarcomas
Liposarcomas

Liposarcomas (myxoid)

Dermatofibrosarcomas protuberans

Alveolar soft part sarcomas
Synovialosarcomas

Malignant melanoma

Tableau 1. Suite.

Chromosomal Rearrangements

amp(1)(q32.1)
amp(6)(q25.1)
amp(17)(q21.1)
amp(20)(q12)
t(12;15)(p13;q25)
del(4)(q12)
del(5)(q21-q22)
amp(11)(ql13-q22)
amp(11)(q13-q22)
amp(1)(p34.2)
inv(2)(p22-p21p23)

amp(3)(q26.3)

amp(7)(p12)

amp(14)(q13)
amp(1)(q22)
amp(3)(q26.3)
amp(11)(q13.5)
amp(17)(q23.1)
amp(X)(q12)
del(21)(q22.3q22.3)
+7q31

(X 1)(p11;p34)
t(X;1)(pl1.2;q21.2)
t(2;3)(q12-q14;p25)
inv(10)(q11.2q11.2)
inv(10)(q11.2q21)

1(11;22)(q24.1-24.3;q12.2)

%(21;22)(q22.3;q12.2)
t(1;13)(p36;q14)
t(1;13)(p36;q14)
t(2;13)(q37;q14)
t(9;17)(q22;q11)
1(9;22)(q22;q12)
t(11;22)(p13;q12)
t(12;22)(q13;q12)
t(12;16)(q13;p11)
t(12;16)(q13;pl1)
t(17;22)(q22;q13)

der(17)t(X;17)(p11;925)

t(X;18)(pl1.2;q11.2)

+7

Gene
IKBKE

ESR1

ERBB2 (HER2)
NCOA3
ETV6-NTRK3
REST

APC

BIRC2

YAP1

MYCLI
EML4-ALK

DCUNIDI1

EGFR

NKX2-1
RAB25
PIK3CA
EMSY
RPS6KB1

AR
TMPRSS2*ERG
MET
PSF-TFE3
PRCC-TFE3
PAXS8-PPARG
RET-NCOA4
RET-CCDC6
FLI1-EWSR1

ERG-EWSRI1
PAX7-FKHR

PAX7-FKHR
PAX3-FKHR
RBP56-CHN

EWS-CHN
WTI-EWS

ATF1-EWS
CHOP-FUS
CHOP-FUS

COL1A1-PDGFB
ASPSCRI1-TFE3

SYT-SSX1/SSX2-SYT

Targeted therapy’

Tamoxifen

Trastuzumab, Lapatinib

Cetuximab, Panitumumab,
Gefitinib, Erlotinib




Malignant melanoma amp(3)(p14.2-p14.1) MITF

Anaplastic oligodendroglioma del(19q)

anaplastic oligodendroglioma del(1p)

Medulloblastoma amp(2(p24.1) MYCN

Medulloblastoma del(6)(q23.1) WNT

Medulloblastoma amp(8)(q24.2) MYC

Medulloblastoma del(9)(p21) CDKN2A/CDKN2B

Medulloblastoma i(17q) p53

Neuroblastoma amp(2)(p24.1) MYCN

Neuroblastoma amp(2)(p23.1) ALK

Neuroblastoma del(1p)

Renal-cell cancer del(3p26-p25) VHL

Retinoblastoma del(13)(q14.2) RBI1

Retinoblastoma amp(1)(q32) MDM4

Retinoblastoma del(13)(q14) RB

Testicular germ-cell tumor +12p

Wilms’ tumor del(11p) WT1

Wilms’ tumor del(X)(q11.1) FAM123B

Various cancers +1q

Various cancers del(3p)

Various cancers amp(5)(p13) SKP2

Various cancers amp(5)(p13) SKP2

Various cancers amp(6)(p22) E2F3

Various cancers del(6q)

Various cancers amp(7)(p12) EGFR Cetuximab, Panitumumab,
Gefitinib, Erlotinib

Various cancers amp(7)(q31) MET

Various cancers amp(8)(p11.2) FGFR1

Various cancers amp(8)(q24.2) MYC

Various cancers del(9)(p21) CDKN2A/CDKN2B

Various cancers del(10)(q23.3) PTEN

Various cancers amp(11)(q13) CCND1

Various cancers del(11)(q22-q23) ATM

Various cancers del(11q)

Various cancers amp(12)(p12.1) KRAS

Various cancers amp(12)(ql14.3) MDM2

Various cancers amp(12)(q14) CDK4

Various cancers amp(12)(q15) DYRK2

Various cancers amp(13)(q32) GPC5

Various cancers +17q

Various cancers
Various cancers
Various cancers
Various cancers

Various cancers

amp(17)(q21.1)
del(17)(p13.1)
del(17)(q11.2)
amp(19)(q12)
amp(20)(q13)

ERBB2 (HER2)
TP53

NF1

CCNE1
AURKA

Trastuzumab, Lapatinib

Tableau 1. Suite.
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2.1. Aneuploidie
A la différence des cellules normales, I’aneuploidie est virtuellement observée dans
tous les cancers [Mitelman et al., 2007]. Par exemple, les trisomie et tétrasomie sont les
anomalies les plus fréquemment observées dans les cancers
(http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret 2010). Certaines aneuploidies sont
associées a un mauvais pronostic [Carter et al., 2006]. Les origines de 1’aneuploidie et leurs

part dans le développement et la progression du cancer ne sont encore pas clairs.

a. Mécanismes de I’aneuploidie
* Anomalie des checkpoints mitotiques
Des ¢études dans des modeles

expérimentaux ont identifi¢ des genes et des

voies de signalisation qui peuvent prévenir — Metaphise

I’aneuploidie. Ces geénes controlent: le Vi NI s A
Unoccupied
kinetochore

T Securln Ub
Separase \_SO_’
division cellulaire au stade de métaphase MAD2— (CDC20 @@

checkpoint mitotique. C’est un mécanisme

permettant aux cellules eucaryotes d’arréter la

265 proteasome

jusqu’a ce que les kinétochores s’attachent BUB3
BUBRI

aux microtubules de fuseau mitotique. Au 'mBl Ub

Active Inactive
CDK]% ) @CDKI

, . . e, Figure 17 : Checkpoint mitotique. D’aprés [Schvartzman et al.,
cohésine [Haering et al., 2008]. L’activité de 8 P 20(}0]. prés

CDK1 ("cyclin dependent kinase 1"),

stade de prométaphase, les chromatides sceurs

sont jointes par un complexe protéique : la

principale kinase mitotique, maintient la cellule dans un état de division. Au fur et a mesure
que la cellule progresse de la prométaphase a la métaphase un complexe protéique,
MADI1("mitotic arrest deficient 1), MAD2, MPS1, BUB1, BUB3 et BUBRI, va se fixer
sur des kinétochores libres (Figure 17). Ce processus va prévenir, via MAD2 et BUBR1
[Rieder et al., 1995 ; Wassmann and Benezra, 1998], la dégradation de la cycline B1 et de la
sécurine par I’E3 ubiquitine ligase APC/C ("anaphase promoting complex/cyclosome”)
[Sudakin et al., 1995]. A ce stade, I’arrét de la division cellulaire et la séparation des
chromatides sceurs sont inhibées. Aussitot que le dernier doublet des kinétochores s’attache
aux microtubules, la protéine APC/C se dissocie de son cofacteur CDC20 ("cell division

cycle 20"), et va entrainer alors I’ubiquitinylation de la cycline Bl et de la sécurine, les 2
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partenaires de la CDKI1 et de la séparase respectivement. La dégradation de la cycline Bl
par le protéasome induit un déclin rapide de I’activité de la CDK1, permettant a la cellule de
quitter la phase M (mitose) du cycle cellulaire. La sécurine est une protéine chaperonne
inhibitrice de la séparase L’activité¢ de la sécurine est essentielle pour la dissolution de la
cohésine au niveau des kinétochores. La dégradation de la sécurine par le protéasome et sa
dissociation du complexe CDK1-cycline B1 va activer la séparase et cliver la protéine SCC1
(RAD21). Ceci a pour conséquence la séparation des chromatides sceurs. Les 2 évenements,
inhibition de la CDKI et ’activation de la séparase, sont nécessaires pour : une transition
correcte métaphase-anaphase et une ségrégation adéquate des chromosomes. D’autres
modele des points de contrdle mitotique ont été rapportés [De Antoni et al., 2005 ; Herzog

et al, 2009].

* Autres mécanismes

L’aneuploidie peut également étre la conséquence d’une anomalie : de la dynamique
des microtubules ou des centrosomes, de la cohésion des chromatides, de la recombinaison
homologue, de la réparation des cassures d’ADN double brin et du maintien de la taille des
télomeéres [Compton, 2011 ; Thompson et al., 2010]. La surexpression de I’aurora kinase A
(AURKA), requise pour la maturation des centrosomes et 1’assemblage du fuseau mitotique
[Vader et al., 2008], induit une instabilit¢ chromosomique [Katayama et al., 2003]. Les
anomalies des génes de la réparation des cassures doubles brins de ’ADN peuvent étre a
I’origine d’aneuploidie, c’est I’exemple de BRCAI et BRCA2 [Milner et al., 1997; Yarden et
al., 2002].

b. Conséquences de I’aneuploidie

L’aneuploidie apporte a la cellule 3
second point mutation

cancéreuse d’énormes avantages. Elle permet

de catalyser une probable inactivation d’un

chromosome loss
(possibly lethal)

gene suppresseur de tumeurs. L’inactivation

biallélique d’un géne suppresseur de tumeurs '

s’avere nécessaire pour que la cellule puisse . R

acquérir un avantage prolifératif [Knudson,

2001]. L’inactivation du second all¢le, via une

AN

chromosome loss
recombinaison mitotique, la perte d’un ' ' ' and duplication

Figure 18: Mécanismes d’inactivation d’un géne
suppresseur de tumeurs. D’aprés [Michor et al., 2005].
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chromosome ou un autre changement de structure, définie la perte d’hétérozygotie: LOH
("Loss Of Heterozygosity" ; Figure 18). En moyenne les génomes des cancers : du colon,
du sein, du pancréas et de la prostate, peuvent perdre 25% de leurs alleles [Radford et al.,
1995; Vogelstein et al., 1989]. Dans les cancers colorectaux et pancréatiques, la LOH
observée est souvent secondaire a une perte de chromosomes [Brat et al., 1997;
Thiagalingam et al., 2001], alors que dans le rétinoblastome, elle est plutdt la conséquence
d’une recombinaison mitotique [Cavenee et al., 1985].

La trisomie peut apporter un avantage a la cellule maligne. Par exemple, dans les
carcinomes papillaires du rein, une duplication récurrente du chromosome 7 a été rapportée
[Fischer et al., 1998 ; Zhuang et al., 1998]. Le chromosome 7 dupliqué est porteur de la
forme muté (mutation activatrice) de I’oncogéne MET.

L’aneuploidie peut entrainer un changement extensif de 1’expression des geénes, ce qui
peut donner a la cellule un autre avantage prolifératif. Quand un chromosome est perdu
(gagné), le taux attendu des transcrits de tous les geénes localisés sur ce chromosome peut
étre la moitié (double) du taux normal. Cependant plusieurs processus, au minimum 2,
s’opposent a cette hypothese. Premiérement, une compensation du dosage génique survient
en réponse a des boucles de contréle qui régulent la majorité des voies de signalisation.
Deuxiémement, la perte d’un chromosome est souvent associée a une duplication de la copie
restante de ce chromosome, a 1’origine d’une disomie uniparentale acquise [Fitzgibbon et
al., 2005] (Figure 18), ce qui rétablie la normalit¢ du nombre des chromosomes dans la
cellule méme si la LOH est présente [Brat et al., 1997 ; Thiagalingam et al., 2001]. De telles
duplications chromosomiques paraissent nécessaires pour prévenir la mort cellulaire liée a
I’haploinsuffisance.

Enfin, il a ét¢ démontré que I’aneuploidie déclenche un stress protéotoxique aussi bien
dans la cellule normale que la cellule maligne. Néanmoins, cette derniére arrive a survivre a
ce stress au prix d’une «addiction non oncogénique» [Tang et al., 2011]. Ces mécanismes de
survie peuvent étre la cible de traitement des cancers aneuploidies [Manchado and
Malumbres, 2011].

L’aneuploidie peut étre un événement initiateur du processus de carcinogenese. Dans
les cancers colorectaux, I’instabilit¢é chromosomique survient t6t au cours de la
carcinogenese comme le témoigne la présence de caryotypes aneuploides dans les adénomes
[Shih et al., 2001]. Alternativement, I’aneuploidie peut également étre la conséquence de
I’accumulation successive des mutations génomiques, considérée donc comme un

événement de progression [Solomon et al., 2011].
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2.2. Anomalies chromosomiques équilibrées

Ces anomalies équilibrées, correspondent aux insertions, inversions et translocations qui
sont les anomalies équilibrées les plus fréquentes [Kiippers, 2005 ; Mitelman et al., 2007;
Nussenzweig and Nussenzweig, 2010]. La suite du paragraphe sera consacrée aux
translocations. Aprés avoir été¢ décrites dans les hémopathies malignes et les sarcomes de
I’enfant (http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret, 2010), les translocations
sont observées de plus en plus dans les tumeurs solides [Takeuchi et al., 2012 ; Zhang et al.,
2010].  L’introduction en 1967-1970 des techniques de bande en cytogénétique
conventionnelle a permis de rattacher ces anomalies chromosomiques récurrentes a des sous
types de leucémie, lymphome et sarcome. En effet, en 1973 les deux premicres
translocations t(8;21)(q22;q22) et t(9;22)(q34;q11) ont été rapportées dans les LAM et LMC
respectivement [Rowley, 1973a, 1973b] (Figure 19). Dans les hémopathies malignes, ces
translocations font le diagnostic, dictent le traitement et permettent le suivi de la maladie
résiduelle. En dehors, des translocations cryptiques, telles que t(12;21)(p13;922) [Romana et

al., 1995], qui sont rares, le diagnostic de ces anomalies se base de nos jours sur le

e
x X )X

(8;21) ¢(9;22)

Figure 19 : Caryotypes partiels montrant les deux
premiéres translocations associées aux hémopathies
malignes. D’aprés [Rowley, 2008].

caryotype.

Les analyses moléculaires ont déterminé les points de cassures dans plusieurs
translocations et ont démontré que ces derniers surviennent toujours dans le méme segment
d’ADN [Zhang and Rowley, 2006]. Les conséquences fonctionnelles de ces translocations
sont de 3 types. Premiérement, il peut s’agir de la formation d’un géne de fusion chimérique
ayant une activité nouvelle ou altérée. Les 2 principaux groupes de genes qui participent a
ces fusions, sont ceux qui codent soit pour des tyrosines kinases soit pour des facteurs de

transcriptions. Deuxiémement, il peut s’agir de la dérégulation de I’expression d’un gene de
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structure normale [Frohling and Doéhner, 2008]. Troisiémement, les translocations peuvent
aboutir a la délétion d’un géne suppresseur de tumeur [Rabbitts, 2009]. En dehors des génes
codants pour des protéines, les translocations chromosomiques peuvent impliquer des génes
codants pour des microRAN (" short non coding RNA") [Bousquet et al., 2008 ; Calin et al.,
2004al].

a. Formation de géne de fusion

Le prototype de translocation aboutissant a la formation d’un géne chimérique est la

translocation t(9;22)(q34.1;q11.2) (Figure 20). Le chromosome "
Philadelphie, résultant de cette anomalie, est formé par les séquences - ‘\Wi‘a)
des genes BCR /22q11.23 et ABL/9q34.1 qui a une activité tyrosine / ]
———
kinase. La protéine chimérique résultante BCR-ABL contient le | i
domaine catalytique d’ABL fusionnée au domaine BCR. Ce dernier d°W"A;CfLV:f‘i°"Ia‘°"fW”5 P
assure une oligomérisation constitutive de la protéine de fusion en .‘.‘:/ :
I’absence de signaux d’activation physiologiques [Goldman and
Melo, 2003]. La protéine de fusion ainsi formée induit une
prolifération cellulaire cytokine-indépendante, une résistance a .
I’apoptose et une instabilit¢ génétique.  La découverte du  Figure 20 : Gene de fusion BCR-
chromosome Philadelphie a eu 2 principales retombées. D’une part, ABL: A]g?jrl)frfecrl,e 2[(}):(;('851]1.]ing o

cette découverte a permis de démontrer que les anomalies chromosomiques contribuent au
cancer. D’autre part, la mise en évidence de I’activité tyrosine kinase anormale dans la LMC
a permis ’utilisation d’inhibiteur sélectif et réversible anti-tyrosine kinase de BCR-ABL
dans le traitement de cette pathologie [Deininger et al., 2005 ; Druker et al., 2006]. Ceci
souligne le role de la cytogénétique conventionnelle dans la caractérisation de nouvelles
translocations et dans le choix de I’option thérapeutique pour le traitement des hémopathies
malignes. Des génes de fusion ayant une activité tyrosine Kinase ont été rapportés dans le
cancer du poumon [Kohno et al., 2012 ; Lipson et al., 2012 ; Soda et al., 2007 ; Takeuchi et
al., 2012]. Par exemple le géne chimérique EML4-ALK, survient dans 2 a 7% des cancers
bronchopulmonaires non a petites cellules, résulte d’une inversion cryptique inv(2)(p21p23).
Ce gene induit une activité constitutive de la protéine kinase ALK. Cette activité protéique

aberrante peut étre inhibée par le crizotinib.
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b. Dérégulation de ’expression d’un géne par effet de position

Le prototype de cette anomalie est la t(8;14)(q24.2;932.3), récurrente dans les
lymphomes de Burkitt (Figure 21). Cette anomalie

séquences activatrices du géne des chaines lourdes
MYC protein

entraine la juxtaposition de MY(C/8q24.2 a coté des /’\
des immunoglobulines [/GH/14q32.3, d’ou wune -

expression constitutive de MYC [Kiippers, 2005]. Les $ —
translocations qui entrainent une surexpression d’un

gene de structure normale surviennent dans les autres /

tumeurs qui prennent naissance des lymphocytes B et -

T [O’Neil and look, 2007] et des tissus non

Aberrant expression of
MYC target genes

MYC mRNA

lymphoides [Perner et al., 2006 ; Tomlins et al., \TIDGTN TP, 1 q
. L QY L)
2005]. En effet, I’étude de profil d’expression dans
les cancers de la prostate a montré une surexpression Figure 21 : Géne MYC dérégulé par la

translocation t(8;14). Adapté de [Frohling and

des génes ERG ("Ets-related gene") et ETVI ("Ets Déhner, 2008]

variant gene 1") [Tomlins et al., 2005]. Dans des lignées de cancer de la prostate, les auteurs
ont trouvé que les séquences codantes des génes ERG (tous les exons codants) ou ETVI (8
des 10 exons codants) sont fusionnées au promoteur du gene TMPRSS2 ("tranmembrane
protease serine 2"), régulateur de sécrétion d’androgeéne. Les 2 types de transcrits de fusion
sont surexprimés, d’une mani¢re mutuellement exclusive, dans plus de 79% des cas
examinés de cancers de la prostate [Tomlins et al., 2005]. Expérimentalement, il a été
démontré que les androgenes induisent une surexpression du transcrit de fusion TMPRSS2-
ERG, ce qui suggere que le promoteur du géne TMPRSS?2 puisse étre a 1’origine d’une

expression anormale d’ERG [Tomlins et al., 2005].

c. Mécanismes des translocations
La translocation chromosomique requiert : (1) une cassure d’ADN double brins ("DNA
double strand breaks", DSB) sur 2 chromosomes différents, (2) une contiguité des extrémités
chromosomiques cassées (au moins durant une phase transitoire), et (3) un recollement des
extrémités chromosomiques hétérologues, a la différence des fusions in cis (Figure 22). Des
facteurs exogenes et endogeénes peuvent entrainer des DSB. Les radiations ionisantes et le
traitement par radio- et chimiothérapie peuvent induire des DSB. En revanche, un nombre

restreint d’agent génotoxique a ¢été incriminé dans la genése des translocations
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chromosomiques, particulierement les inhibiteurs de la topoisomérase II [Mauritzson et al.,
2002 ; Zhang and Rowley, 2006] et les radiations [Fugazzola et al., 1995 ; Povirk, 2006].
Les processus métaboliques cellulaires peuvent également entrainer des DSB. Des DSB
physiologiques surviennent lors des processus de maturation des geénes des
immunoglobulines (/G) dans les lymphocytes B [Zhang et al., 2010]. Un systeme de
réparation hautement conservé assure la réparation des DSB pour préserver 1’information
génétique [Lieber, 2010]. En revanche, la réparation peut échouer aboutissant des DSB non

résolues et des translocations.

TNT

mnonn

ui u
J

Figure 22 : anomalie de la réparation des
cassures DSB. D’apres [Nussenzweig and
Nussenzweig, 2010].

b

[

Les génes des Ig subissent la recombinaison V(D)J sur les locus des chaines lourdes
(IGH) et l1égeres (IGL), et la commutation de classes ("class switch recombination", CSR) au
niveau des /GH. Ce dernier est initi¢ par une DSB générée par I’enzyme AID ("activation
induced cytidine deaminase") [Chaudhuri et al., 2007]. L’ AID génere des DSB au niveau de
la région S ("switch") des IGH. Les extrémités résultantes de cette cassure seront jointes,
ceci aboutit a I’achévement de la CSR et I’expression de différente classe d’anticorps. Les
points de cassure des translocations récurrentes associées aux lymphomes B chez I’homme
et la souris souvent impliquent la région S du locus IGH et un oncogéne, tel MYC [Kiippers
and Dalla-Favera, 2001 ; Gostissa et al, 2011]. De ce point de vue, I’AID qui induit des DSB
au niveau de la région IGH S participe directement aux translocations impliquant MYC et
d’autres genes [Franco et al., 2006 ; Ramiro et al., 2006 ; Wang et al., 2009]. A travers son
role dans I’hypermutation somatique ("somatic hypermutation" , SHM), au niveau des

segments variables des IGH et IGL, I’AID peut participer a la genése des DSB dans les
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locus des /G qui servent de substrats intermédiaires pour les translocations [Liu and Schatz,
2009] ; De plus dans les lymphocytes B activés, I’AID induit des mutations, quoique a des
fréquences faibles, dans des locus en dehors de ceux des Ig [Liu et al., 2008] ; donc cette
enzyme peut contribuer a des translocations n’impliquant pas les locus des /G [Robbiani et
al., 2008]. En effet, il a démontré que I’AID peut initier des translocations dans des tissus
non-lymphoides [Lin et al., 2009]. En revanche les roles potentiels de 1I’AID dans la genése
des DSB pangénomique ne sont encore pas clairement établis. En effet, comme cela a été
mentionné auparavant, d’autres facteurs exogenes et endogeénes peuvent donner ces DSB sur
tout le génome [Zhang et al., 2010].

Les DSB aboutissent a la formation de foci sur une distance supérieure a 100 Kb de
part et d’autre de la Iésion d’ADN, ceci va : promouvoir la jonction des extrémités DSB et
empécher la formation de translocations [Nussenzweig and Nussenzweig, 2010 ; Zhang et
al., 2010]. Dans les cellules somatiques la voie classique de recombinaison non homologue
avec fusion des extrémités, C-NHEJ, répare plusieurs DSB [Zhang et al., 2010]. La voie C-
NHEJ prévient la formation des translocations en induisant préférentiellement la jonction
intrachromosomique des DSB [Ferguson et al., 2000]. Une autre voie alternative de
recombinaison avec fusion des extrémités, A-EJ, utilisant les extrémités DSB avec une
courte séquence de microhomologies, assure la CSR en absence de la voie C-NHEJ [Yan et
al., 2007], et joint les extrémités DSB des CSC aux autres DSB pour générer des
translocations [Zhang et al., 2010]. En effet, la voie C-NHEJ supprime les lymphomes,
déficients pour le TP53 présentant des translocations /IGH/MYC catalysées par la voie A-EJ
[Zhu et al., 2002]. Des données suggerent que la voie A-EJ favorise la formation des
translocations [Simsek and Jasin, 2010].

En plus de leur organisation sous forme de nucléosomes, les chromosomes ségréguent
dans des territoires nucléaires, spatialement bien définis [Cremer and Cremer, 2001]. La
fusion des DSB pour générer des translocations requiert une proximité physique et la
disposition spatiale des chromosomes peut retentir sur les profils des translocations [Zahng
et al., 2010]. Les études des translocations récurrentes dans les lymphomes B chez la souris,
suggerent que les aspects de certaines régions chromosomiques, a la différence des autres
territoires du génome, peuvent promouvoir et influencer la fréquence des translocations
[Wang et al., 2009]. En parti, les territoires chromosomiques sont corrélés a une activité
transcriptionnelle [Lieberman-Aiden et al., 2010]. L’ARN polymérase 11, la topoisomérase 11
et d’autres facteurs impliqués dans la transcription sont localisés dans des foyers de

transcription. Les geénes actifs forment des boucles a partir des domaines chromosomiques
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sur de longues distances, souvent plusieurs microns, et les brins d’ADN sont transcrits dans
ces foyers. Pour les foyers de transcriptions associés aux genes IGH, dans 25% du temps,
MYC se trouve colocalisé dans ces méme foyers de transcription. Par comparaison, une
association aléatoire d’un autre gene semble survenir dans 1% [Osborne et al., 2007]. Cette
colocalisation des locus /GH/MYC est observée dans les lymphocytes B primaires mais pas
dans les autres cellules [Osborne et al., 2007 ; Wang et al., 2009]. Cette colocalisation est
retrouvée dans les lymphocytes B au repos avant que I’AID n’induise des DSB dans les
genes IGH et MYC, indiquant que ces 2 locus sont spatialement proches avant la genése des
DSB [Wang et al., 2009]. Néanmoins, il a été proposé que la genese des translocations ne
requiere pas ces foyers transcription. En effet, il parait que le locus non transcrit de MYC se
trouve dans un compartiment nucléaire accessible aux translocations t(MYC;/GH) [Robbiani
et al., 2008]. La disposition non aléatoire des genes et des chromosomes dans le noyau a
aboutit a 2 mode¢les généraux dans I’initiation des translocations. Le mod¢le "contact-first"
préconise que les translocations sont restreintes aux régions chromosomiques physiquement
proches, alors que le modele "breakage-first" indique que 2 cassures, DSB, distantes
peuvent €tre juxtaposées [Meaburn et al., 2007].

Des ARN chimériques résultants de la transcription des geénes de fusion des
translocations récurrentes ont été détectés, quoique a des taux faibles, dans des cellules
apparemment non tumorales de sujets porteurs sains [Aplan, 2006 ; Janz et al., 2003 ;
Limpens et al., 1991 ; Rowley, 2008 ; Rowley and Blumenthal, 2008]. Par exemple, le
transcrit IGH/MYC est présent chez 2% des porteurs sains [Kiippers and Dalla-Favera,
2001]. Ces genes de fusion semblent correspondre aux translocations communes observées
dans les hémopathies malignes, mais jamais celles des tumeurs solides [Rowley and
Blumenthal, 2008]. Ces résultats renforcent une observation précédente qui dit que dans
plusieurs circonstances, les translocations a elles seules sont insuffisantes pour donner un
phénotype tumoral avéré, mais d’autres événements sont requis [Nucifora et al., 1993, Chen
et al., 2010].

Les translocations chromosomiques sont souvent des évenements précoces ou
initiateurs dans le processus de carcinogenese. En effet, dans les leucémies de 1’enfant elles
surviennent in utéro [Greaves and Wielms, 2003]. Les translocations peuvent également
survenir au cours de la progression de la maladie cancéreuse [Rowley and Blumenthal,
2008]. Par exemple la translocation t(8;14)(q24 ;q32), anomalie primaire dans les

lymphomes de Burkitt, peuvent survenir secondairement au décours de la transformation
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d’un lymphome folliculaire associée a une translocation t(14;18)(q32;q21) donnant

naissance a un lymphome "double hit".

2.3. Anomalies chromosomiques déséquilibrée

Ces anomalies correspondent a des amplifications, gains et pertes de matériels
chromosomiques (Tableau 1). Ces anomalies englobent les aberrations intéressant des
chromosomes entiers a des duplications ou des délétions intragéniques. A la différence des
anomalies équilibrées, dont les conséquences fonctionnelles peuvent étre identifiées en
analysant les points de cassure, la valeur fonctionnelle de la majorit¢ des anomalies
déséquilibrées est inconnue. L’identification de certains déséquilibres génomiques
intéressant un seul gene peut étre fructueuse. Par exemple, les duplications dup(6)(q22q23)
dans les LAL T a permis d’identifier MYB comme le géne candidat de ce gain. En revanche,
La majorité¢ des déséquilibres génomiques intéressent de larges segments chromosomiques
(centaines de génes) et plusieurs tumeurs présentent de nombreuses anomalies
chromosomiques déséquilibrées. Bien que cette complexité génétique ait longtemps freiné la
détermination du rdle fonctionnel des gains et pertes de chromosomes individuels, les
¢tudes récentes suggerent I’importance des approches expérimentales intégratives (analyse
pangénomique couplée a des analyses de transcriptome et de techniques de génomique
fonctionnelle) dans I’identification des geénes candidats remaniés en conséquence a ces

déséquilibres [Kim and Hahn, 2007].

a. Amplification et gain

Les gains sont couramment la conséquence d’une aneuploidie ou d’une translocation
déséquilibrée. Ils sont a I’origine d’une trisomie partielle ou totale d’une partie du génome
de taille variable. Actuellement, I’identification des génes candidats dans des gains de
grande de taille requiert une analyse par aCGH associée a des études d’ARN ou de protéine.
Cette stratégie a permis la découverte de MITF/3p14.2p14.1 et NEDDY9/6p25p24 dans le
mélanome malin [Garraway et al., 2005 ; Kim et al., 2006].

L’amplification génique est une augmentation du nombre de copies d’une région bien
circonscrite d’un bras chromosomique [Albertson, 2006]. Ces anomalies sont étudiées par la
cytogénétique, la CGH array et le transcriptome. Cliniquement, 1’amplification génique a
une valeur diagnostique et pronostique et peut étre a la base d’une résistance acquise au

traitement [Croce, 2008 ; Rand et al., 2011].
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En dehors du neuroblastome, ou le ratio de gain et d’amplification de NMYC est bien
définie, dans le restant des tumeurs, ce ratio reste souvent arbitraire. Dans des tumeurs
primaires et des lignées cellulaires, I’ADN amplifi¢ peut prendre deux aspects : doubles
minutes et HSR ("homogeneously staining region") (Figure 23). Les doubles minutes sont
des molécules d’ADN acentriques, extrachromosomiques et autoréplicatives. Leur taille
varie de quelques centaines de Kb a des Mb. L’HSR sont des séquences d’ADN répétées en
tandem ou inversé, localisées dans une seule ou plusieurs régions du génome (Figure 23).
Dans un certain nombre de cas, I’unité amplifiée peut impliquer des séquences provenant de
2 ou plusieurs régions du génome, soulignant un mécanisme complexe a I’origine de cette

amplification [Difilippantonio et al., 2002 ; Muleris et al., 1995].

Normal diploid genome
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Figure 23: Aspects cytogénétiques de I’amplification
génique. Cette derni¢re peut prendre 1’aspect de double minute
et d’HSR qui peut étre localisé sur une région unique du
génome ou réparti sur plusieurs chromosomes. Les différentes
formes d’amplifications géniques sont dénotées par aCGH et
FISH. D’aprés [Albertson, 2006].
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L’amplification génique est probablement initiée par une cassure d’ADN double brin
survenant dans une cellule ayant un dysfonctionnement de points de contrdle du cycle
cellulaire [Chernova et al., 1998 ; Pipiras et al., 1998]. Certains processus et séquences
génomiques peuvent promouvoir ces cassures d’ADN et étre a 1’origine de cette
amplification, notamment les erreurs de la réplication de I’ADN, le dysfonctionnement des

télomeres et la présence des sites fragiles [Albertson, 2006].

Les cassures d’ADN double brin sont fréquentes dans les cellules en réplication et
peuvent étre générées par un collapsus de la fourche de réplication incapable de progresser
en présence d’une lésion d’ADN par exemple, d’ou une possibilit¢ d’initiation de
I’amplification génique [Albertson, 2006]. Par exemple, la formation des amplifications des
genes NMYC [Savelyeva and Schwab, 2001], EGFR [Vogt et al., 2004] et HER2 [Kuwahara

et al., 2004] semble étre initiée par un collapsus de « I’ceil » de la réplication.

Les télomeres préviennent la perte de séquences d’ADN conséquente d’une réplication
incompléte de ADN au niveau des extrémités chromosomiques. Leur réplication est
assurée par la télomérase qui est inactive dans la majorité des cellules somatiques et donc les
extrémités des chromosomes perdent 40-50 bp a chaque division cellulaire. En revanche, les

cellules tumorales ont acquis la capacité de Telomere
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Figure 24 : Erosion des téloméres et genése du
cycle BFB. D’apres [Maser and DePinho, 2002].

génique conséquente a un dysfonctionnement des

télomeres semble survenir par un mécanisme de cassure-fusion-pont ("breakage-fusion-
bridge"”, BFB) [Maser and DePinho, 2002] (Figure 24). Dans ce processus le
dysfonctionnement des télomeres va promouvoir la fusion des extrémités chromosomiques
aboutissant a la formation d’un chromosome dicentrique. Pendant 1’anaphase, la cassure du
chromosome dicentrique, et selon le point de cassure, va générer un chromosome ayant une

duplication inversée a sa partie terminale. Etant donné que ce dernier chromosome présente
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des cassures au niveau de ses extrémités, le méme processus peut se répéter lors des
prochaines divisions cellulaires jusqu’a ce que les extrémités chromosomiques se stabilisent
par ’addition de séquences télomériques, possiblement par une translocation a un autre
chromosome. Ce mod¢le aboutit a une amplification chromosomique souvent au niveau
d’un site de géne soumis a une sélection. Les séquences d’ADN distales par rapport au gene
soumis a une sélection peuvent étre perdues ou transloquées a un autre chromosome. Les
preuves du modele BFB ont ét¢ démontrées par ’analyse cytogénétique de HSR dans les

lignées cellulaires tumorales et par des modeles d’étude d’amplification induit par des

drogues [Murnane and Sabatier, 2004].

L’implication de certains sites fragiles communs et des séquences A/u dans la genése
des amplifications chromosomiques n’est pas claire et nécessite I’application des méthodes
de séquengage a haut débit pour caractériser 1’organisation de I’ADN amplifié et les

séquences qui bornent le segment amplifié¢ [ Albertson, 2006].

Les éveénements d’amplification souvent incluent de multiples génes codants ou non
pour des protéines, ainsi prendre en considération uniquement le modéle d’altération
génétique est toujours insuffisant pour identifier le géne fondateur ou sélectionné par le
phénomeéne d’amplification [Santarius et al., 2010]. L’identification de ce geéne d’intérét
nécessite : (1) une cartographie physique de 1’amplification dans plusieurs cancers, (2) une
confirmation que I’amplification génique est accompagnée par une surexpression dans les
tumeurs ayant I’amplification, (3) une corrélation de 1’amplification et/ou la surexpression
avec les données cliniques, (4) une investigation des fonctions biologiques et dans certains
cas évaluation de I’efficacité du traitement ciblée sur la protéine surexprimée [Santarius et

al., 2010].

Des données quantitatives ont rapport¢ que par rapport aux cellules normales,
I’amplification génique peut survenir a un taux ¢levé dans les cellules tumorales [Tlsty et al.,
1989]. L’amplification peut survenir tot au cours du processus de carcinogenése comme le
témoigne la présence d’amplification dans les mélanocytes adjacents aux cellules de
mélanome malin [Bastian et al., 2000]. De plus, dans les cancers du sein I’amplification
génique peut étre associée a un nombre relativement faible d’anomalies chromosomiques
[Fridlyand et al., 2006]. Ceci suggere que 1’amplification génique peut étre un événement
d’initiation. En revanche, 1’amplification peut aussi correspondre a une anomalie de

progression au cours de la carcinogenése.
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b. Pertes chromosomiques

Le spectre des pertes génomiques va des anomalies visibles en cytogénétique, telles
que les pertes chromosomiques partielles ou totales, jusqu’aux pertes intragéniques
indétectables par le caryotype. Probablement, la majorité des pertes génomiques participent
au processus de carcinogenese en rapport avec la perte des génes correspondants [Frohling
and Dohner, 2008]. Il n’existe pas de molécules pharmacologiques capables de compenser la
perte conséquente des protéines, néanmoins le décryptage des répercussions fonctionnelles
des pertes génomiques sur la signalisation permet de controler la maladie cancéreuse. Par
exemple, I’inactivation de PTEN/10g23, anomalie fréquente dans le gliome, les cancers de
la prostate et ’endometre, accentue la signalisation via la voie PI3k-Akt-mTOR [Sansal and
Sellers, 2004]. Les mod¢les expérimentaux et les premiers essais cliniques ont rapporté que
les tumeurs déficientes pour PTEN sont sensibles aux inhibiteurs de mTOR, comme

Sirolumis (rapamycine) [Cloughesy et al., 2008 ; Yilmaz et al., 2006].

Les pertes chromosomiques étendues sont fréquentes dans les cancers ce qui rend
difficile I’identification du geéne candidat. L’approche classique c’est de chercher la
récurrence de la région perdue dans des cancers, ensuite déterminer la région minimale
commune. Les génes candidats ainsi identifiés sont testés pour les délétion, mutation, et
anomalie épigénétique qui inactivent 1’allele restant [Hinds and Weinberg, 1994 ; Knudson,
2001]. Les geénes APC, ATM RB, NF1, PTEN etTP53 ont été identifiés griace a cette
approche. Pour les pertes des régions 1p (neuroblastome), 3p, (cancer du poumon) et 7q
(hémopathies malignes my¢loides), les génes candidats restent a déterminer [Curtiss et al.,

2005 ; Dohner et al., 1998 ; Okawa et al., 2008].

L’identification des geénes candidats dans les pertes chromosomiques est difficile en
cas de genes qui agissent par haploinsuffisance [Fodde and Smites, 2002] Une approche est
requise pour analyser les conséquences des délétions monoalléliques. Par exemple,
I’inhibition d’expression de plusieurs genes candidats par ARN interférence a permis

d’identifier RPS14 comme gene causal dans le syndrome 5q [Ebert et al., 2008].

II1.Génes du cancer

1. Génes codants

La convergence de plusieurs études ont permis d’établir un premier recensement des

génes du cancer [Futreal et al., 2004]. Cette premicre liste comprenait 291 genes qui
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lorsqu’ils sont mutés peuvent contribuer a la genése de cancers sporadiques ou familiaux.
Récemment cette liste a été actualisée et il y a au minimum 350 génes de cancers, soit
presque 1,6% des 22000 genes codants pour des protéines dans le génome humain [Stratton
et al., 2009]. Ces genes présentent des mutations clonales et somatiques récurrentes dans les
cancers avec une évidence forte de leur implication dans la genése des cancers [Futreal et

al., 2004].

Au tout début, la cartographie physique de la majorité de ces genes a €té réalisée par
des techniques peu résolutives, en particulier la cytogénétique pour les translocations
chromosomiques récurrentes dans les hémopathies malignes [Stratton et al., 2009]. Quelques
genes ont été découverts grace a la propriété transformante de I’ADN tumoral et les autres
par la mutagenese dirigée. Les mutations de presque 10% de ces genes ont été retrouvées
dans les lignées germinales, ou elles confeérent un risque élevé de développement d’un
cancer, et ces genes ont initialement souvent été identifiés par la génétique de liaison

("linkage'") dans des familles atteintes [Stratton et al., 2009].

Ces génes sont classés en 2 groupes : oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs. Les
oncogenes et les geénes suppresseurs diffeérent par leurs profils mutationnels. A la différence
des maladies monogéniques, comme la mucoviscidose, ou une mutation d’un géne peut étre
a Dorigine de la maladie, aucune mutation singuliére ne peut donner un phénotype tumoral
avéré [Croce, 2008 ; Vogelstein and Kinzler, 2004]. Les cellules des mammiferes possédent
plusieurs mécanismes de controle pour protéger le génome contre un effet éventuellement

délétére d’un mutant du géne de cancers [Vogelstein and Kinzler, 2004].

1.1.0ncogénes

Les oncogenes codent pour des protéines qui controlent la prolifération cellulaire et/ou
I’apoptose. Les mutations des oncogeénes résultent en une activation constitutive ou
circonstancielle de ce gene. La mutation activatrice somatique d’un seul allele d’un
oncogéne est généralement suffisante pour donner un avantage sélectif a la cellule
[Vogelstein and Kinzler, 2004]. Approximativement 90% des mutations somatiques des
genes du cancer ont une action dominante [Stratton et al., 2009 ]. La majorité des oncogénes
sont activés en conséquence a un réarrangement génomique. Des exemples de ces anomalies
ont été abordés dans le chapitre anomalies chromosomiques équilibrées. Mais il peut s’agir
de mutations faux-sens (restreintes a des résidus clés d’acide aminé), d’insertions, de

délétions ou d’amplification génique. Les produits des oncogenes peuvent étre : (1) des
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facteurs de transcription, (2) des protéines remodelant la chromatine, (3) des facteurs de
croissance, (4) des récepteurs de facteurs de croissance, (5) des molécules de signalisation,

et (6) des régulateurs d’ apoptose [Croce, 2008].

1.2.Génes suppresseurs de tumeurs

Les mutations de génes suppresseurs entrainent une baisse de 1’activité du produit du
gene [Vogelstein and Kinzler, 2004]. Des mutations des 2 alleles, paternel et maternel, du
gene suppresseur de tumeurs sont généralement requises pour donner un avantage de
prolifération a la cellule. Cette situation survient couramment a la suite de la délétion d’un
alléle via un événement chromosomique, comme la perte d’un chromosome ou d’un bras
chromosomique, couplée a une mutation intragénique du second allele [Knudson, 2002].
L’inactivation d’un géne suppresseur de tumeurs peut étre aussi la conséquence de la perte
d’hétérozygotie (LOH). A peu prés 10% des geénes de cancer agissent d’une maniere
récessive [Stratton et al., 2009]. Ces geénes sont caractérisés par un spectre mutationnel large
allant de la substitution d’une simple base a la délétion de tout un gene [Stratton et al.,

2009].

Les oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs operent d’une maniere similaire a
I’état physiologique : ils catalysent le processus tumoral en augmentant le nombre de
cellules malignes via une stimulation de la multiplication cellulaire et/ou une inhibition de la
mort cellulaire [Vogelstein and Kinzler, 2004]. La premi¢re mutation somatique dans un
oncogeéne ou un gene suppresseur de tumeurs, a I’origine d’une expansion clonale, va initier
le processus néoplasique [Nowell, 2002]. Les mutations somatiques conséquentes,
aboutissent a des cycles d’expansion clonale, a 1’origine donc d’une progression tumorale

[Maley et al., 2004].

Une mutation spécifique d’un géne exprimé d’une manicre ubiquitaire devrait avoir
des effets similaires dans des différents types de cellules des mammiferes. Néanmoins, ceci
n’est généralement pas observé. La méme mutation peut avoir des effets différents dans des
types cellulaires distincts. Des différences peuvent méme étre observées dans le méme type
cellulaire, tout dépend de la chronologie de I’acquisition de cette anomalie au cours du
processus de carcinogenese [Vogelstein and Kinzler, 2004]. Par exemple, dans les cellules
normales des voies pancréatiques, les mutations KRAS semblent initier le processus tumoral
[Aguirre et al., 2003 ; Hruban et al., 2000]. Dans les cellules épithéliales du colon ou de

I’ovaire, la méme mutation de KRAS donne une hyperplasie qui ne progresse pas vers un
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phénotype tumoral avéré [Jen et al., 1994 ; Sieben et al., 2004]. Concernant la chronologie
de I’acquisition des mutations au cours de la carcinogenése : dans les cellules épithéliales
normales du colon, la survenue de mutations KRAS apres ’acquisition de mutations APC
résulte en une expansion clonale et une progression vers un cancer [Kinzler and Vogelstein,
1998]. Par ailleurs, dans plusieurs cancers humains et mod¢les expérimentaux, KRAS semble
agir comme un oncogene [Barbacid, 1987 ; Bos, 1989]. Néanmoins, KRAS peut agir comme
un suppresseur de tumeurs dans certaines circonstances, inhibant I’oncogenese chez la souris

[Diaz et al., 2002 ; Zhang et al., 2001].

2. MicroRNAS

Les microRNAs (miRNAs) représentent une classe d’ARN non codant

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/). Il s’agit de petits microRNA gene o intron Nucleus Ifl Cytoplasm
ARNSs endogénes, simple brin et d’environ 22 nucléotides <., lewm’" : f,‘r
de longueur [Bartel, 2004]. Les geénes des miRNAs - pri-microfiNA //
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forme de longs précurseurs appelés pri-miRNA. Certains Figgf:pfgsz[sg;igf sei :ﬁs;)l(i)l;TA'
miRNAs sont synthétisés a partir d’'un méme pri-miRNA et

sont sous la dépendance d’un méme promoteur, on parle alors de miRNA polycistronique.
Dans le noyau, le pri-miRNA (Figure 25) se replie en une structure secondaire de type
«épingle a cheveux», est converti par une enzyme Drosha (RNase III) et son cofacteur
DGCRS8 ("DiGeorge syndrome critical region 8") en une molécule de 70 nucléotides
appelée pré-miRNA. Ce dernier est ensuite exporté du noyau vers le cytoplasme par un
transporteur de la famille Ran, I’exportine-5 (XPOS5). Une derni¢re étape de maturation est

nécessaire afin de produire le miRNA. Le Dicer ou éminceuse, une seconde RNase III, est

responsable du clivage de la boucle terminale du pré-miRNA. Un duplex double brin
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constitué du miRNA et de son brin passager est alors produit. Le miRNA guide, entité
fonctionnelle, interagit avec les protéines Argonaute 2 (AGO2) et TRBP ("Transactivation-
Resoinsive RNA-Binding Protein") pour former le complexe RISC ("RNA-Induced Silencing
Complex"), tandis que le brin passager est dégradé.

Tout au long de leur biogenese, les miRNA sont soumis a une régulation intense au
cours de leur transcription et en post-transcription [Winter et al., 2009]. L’altération de ces
processus est associée a un phénotype tumoral [Roman-Gomez et al., 2009; Van
Kouwenhove et al., 2011 ; Winter et al., 2009]. Par exemple, par rapport aux tissus normaux,
une accumulation des précurseurs pri-miRNA a été rapportée dans des tumeurs de novo
[Thomson et al., 2006]. Des altérations de nombre de copies des génes Dicerl, AGO2 et
XPO5 surviennent souvent dans les cancers du sein, de ’ovaire et dans le mélanome malin
[Lee et al., 2008 ; Melo et al., 2010].

Un miRNA lie une ou plusieurs séquences précises essentiellement dans la région 3’-
UTR ("untranslated region”) d’'un ARNm cible. Un nombre réduit de séquences cibles
localisées dans le cadre de lecture ouvert ("open reading frame" ; ORF), ou dans la région 5’
UTR a également été rapporté [Forman and Coller, 2010]. Une fois le miRNA est fixé a sa
cible d’ARNm, va recruter ainsi le complexe RISC vers cet ARNm. Il est admis que si la
complémentarité entre le miRNA et sa cible est parfaite, la protéine Ago2 clive ’ARNm, qui
est alors dégradé. En revanche, si la complémentarité est imparfaite, une répression de la
traduction de I’ARNm cible est généralement observée. Une propriété supplémentaire est
venue s’ajouter récemment a leur champ d’action. En effet, certains miRNA sont également
capables d’activer spécifiquement la traduction de leurs ARNm cibles [Vasudevan et al.,

2007; QOrom et al., 2008].

Dans presque la totalit¢ des cancers, les anomalies de régulation accomplie par les
miRNA sont impliquées dans des processus clés de la cancérogenese comme I’apoptose
[Lima et al., 2011], la prolifération [Negrini et al., 2009], ’angiogeneése [Urbich et al.,
2008], la migration [Gregory et al., 2008], et I’invasion-métastase [Nicoloso et al., 2009]. De
plus la cartographie de plusieurs genes de miRNA a montré que ces genes sont localisés
dans des régions chromosomiques sujettes a des remaniements dans les cellules tumorales
[Calin et al, 2004a]. Le profil d’expression des génes de miRNA a montré une signature
permettant la classification des tumeurs d’origine histologique différente [Lu et al., 2005], le
diagnostic, et I’évaluation du pronostic et la réponse au traitement [Calin and Croce, 2006 ;

Yanaihara et al., 2006].
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Plusieurs miRNA associés aux cancers ont fonctionnellement été validés comme des
facteurs oncogéniques, oncomir, [Ma and Weinberg, 2008]. Par exemple, chez ’homme le
polycistron miR-17-92 est amplifié dans les lymphomes [Ota et al., 2004 ; Tagawa and Seto,
2005] et accélere la survenue de lymphome B chez la souris porteuse du transgene MYC [He
et al., 2005]. La surexpression des oncomir peut étre la conséquence d’une amplification,
d’une dérégulation d’un facteur de transcription ou d’une déméthylation des ilots CpG de la
région du promoteur de ce gene de miRNA [Croce, 2008].

En revanche, certains miRNA agissent comme des suppresseurs de tumeurs en
inhibant I’expression des oncogenes [Chen, 2005 ; Ma and Weinberg, 2008]. C’est les cas
des miR-15a et miR-16 [Calin et al., 2002 ; Cimmino et al., 2005]. Ces derniers sont
localisés dans la région 13ql4 qui est déletée dans 55% des cas leucémie lymphoide
chronique (LLC) [Klein et al., 2010]. Les miR-15a et miR-16 induisent un signal
apoptotique en inhibant 1’expression du géne BCL2. La perte des miR-15a et miR-16
explique ainsi la surxepression de BCL2 dans la LLC et le cancer de la prostate [Bonci et al.,
2008 ; Cimmino et al., 2005]. Un autre exemple de miR suppresseur de tumeurs, est la
famille let-7 qui supprime I’expression des oncogenes HMGAZ2 et RAS [Johnson et al.,
2005 ; Mayr et al., 2007].

L’action des mirRNA en tant que suppresseurs ou oncogenes dépend de la présence de
ses genes cibles et du contexte cellulaire [Croce, 2008]. Un géne miRNA peut étre un
suppresseur de tumeurs si dans un tissu donné ses genes cibles sont des oncogenes, et peut
étre un oncogene si dans un autre tissu différent ses geénes cibles sont des suppresseurs de
tumeurs.

D’autres types d’ARN non codants (non coding "RNA", ncRNA) ont été impliqués

dans la carcinogenese [Taft et al., 2010].
p14/ARF
C’est I’exemple des IncRNA ("long non l A\ -
94—E—E—E_T—E—E—E—B—E—E—P
) & & gl PElJEl £2El €2 €3 &4 €5
coding RNA"). 1l s’agit d’un grand ARN, B.goopb
de taille généralement supérieure a 2 Kb,
2950 22,000 22050 22,100 -
est soumis au processus d’épissage et JcoRNZAGMR -
) ) ] pl4/ARF H===== 1 o
contient un signal canonique de - — e S
polyadénylation [Mercer et al., 2009;  gigyre 26 : Cluster des locus INK4A-ARF-INK4B

Wilusz et al., 2009]. Au sein du cluster et ANRIL. D’apres [Pasmant et al, 2007].

INK4A-ARF-INK4B/9p21.3, fréquemment délété dans les cancers, un IncRNA nommé
ANRIL ("antisens noncoding RNA in the INK4 locus'") a été identifi¢ [Pasmant et al., 2007]
(Figure 26). Le gene ANRIL, constitu¢ de 19 exons répartis sur 126 Kb, est transcrit en un
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ARNm dans le sens opposé a celui des trois autres genes du cluster (Figure 26). Ce géne
ANRIL est délété, autant que le reste des génes du cluster, dans un syndrome héréditaire
associant des prédispositions aux mélanome et astrocytome (OMIM 155755). L’exon 1
d’ANRIL est situé entre le promoteur d’ARF et INK4B, et il est transcrit dans le sens
opposé¢ du géne INK4B. Il semble que le géne ANRIL réprime 1’expression du genes
p15INK4B mais non pl6INK4A et ARF [Kotake et al., 2011].

En conclusion, les altérations du génome nucléaire (avec ses séquences codantes ou
non) participent a la carcinogenése. De plus en plus, le génome de la mitochondrie (avec ses
séquences codantes ou non) est impliqué aussi dans ce processus [Stratton et al., 2009].
Chaque cellule possede des centaines de copies de I’ADN mitochondrial ce qui constituent
un défi pour les techniques de séquengage de premicre génération. L’application des
techniques de séquencage a haut débit a permis de révéler des mutations homoplasmique et
hétéroplasmique de I’ADN mitochondrial des cellules tumorales [He et al., 2010]. Des

mutations de cet ADN mitochondrial a également été rapporté dans des carcinomes.

IV.Anomalies épigénétiques

Les travaux émergents suggerent que [’instabilité génomique et les anomalies
épigénétiques contribuent a I’initiation et la progression du cancer chez I’homme [Wang et
al., 2007]. Le concept de 1’épigénétique, a été introduit par Waddington en 1939, et
ultérieurement défini comme un changement transmissible de 1’expression d’un géne qui
n’est pas li¢ a une modification sous jacente de la séquence d’ADN [Holliday, 1987]. Le
marqueur épigénétique le plus connu est la méthylation de ’ADN. Les résultats initiaux
démontrant une hypométhylation globale de I’ADN tumoral chez I’homme [Feinberd and
Vogelstein, 1983] ont été suivis par D’identification de 1’hyperméthylation des geénes
suppresseurs de tumeurs [Gonzalez-Zulueta, 1995 ; Greger et al., 1989], et récemment par la
découverte de I’inactivation des genes des miRNA par un processus de méthylation de
I’ADN [Agirre et al., 2012 ; Lujambio et al., 2007]. De plus, il est connu que la méthylation
de I’ADN survient dans un réseau chromatinien complexe et elle est influencée par les
modifications structurelles des histones dont 1’architecture est fréquemment altérée dans les

cellules malignes [Bernstein et al., 2007 ; Chi et al., 2010].
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Le génome nucléaire s’organise en une structure nucléoprotéique, appelée chromatine,
qui, outre sa composante génétique, est riche d’une information épigénétique. Au niveau
moléculaire, son unité ¢lémentaire, le nucléosome, comprend une particule coeur et une
région internucléosomique. La particule cceur est composée de 146 pb d’ADN enroulées
autour d’un octamere protéique comprenant 2 copies de chacune des histones H2A, H2B,
H3, H4 [Jenuwein and Allis, 2001], la région internucléosomique étant pour sa part
caractérisée par la présence de I’histone H1 (histone « lien »). C’est donc la chromatine et
non I’ADN seul, qui est impliquée dans tous les événements moléculaires faisant intervenir
le matériel génétique, a savoir la réplication, la transcription, la réparation et la
recombinaison. L’information épigénétique au sein de la chromatine est essentiellement
véhiculée par des modifications de I’ADN et des histones.

La modification majeure de ’ADN est la méthylation de la cytosine. Chez les
mammiferes presque toute la méthylation de I’ADN survient dans les résidus cytosine des
dinucléotides CpG [Herman and Baylin, 2003 ; Weber et al., 2007]. Les régions du génome
qui ont une haute densité en CpG sont désignées comme des ilots de CpG et qui couvrent
I’extrémité 5° des régions régulatrices de plusieurs genes. Ces ilots CpG ne sont pas
méthylés dans les cellules normales. La méthylation de I’ADN de ces régions corréle avec
une répression de la transcription [Goll and Bestor, 2005]. Ce processus fait appel a I’ADN
méthyltranférase ("DNA methyltransférases", DNMTs). La méthylation de I’ADN intervient
dans la régulation de I’expression des génes. Par I’exemple, I’empreinte génomique requiert
une hyperméthylation de I’ADN de 1’un des 2 all¢les parentaux d’un geéne pour assurer une
expression monoallélique [Feinberg et al., 2002]. L’hyperméthylation des séquences
génomiques répétées prévient probablement I’instabilité chromosomique et le remaniement

de génes.

Les histones sont les pi¢ces maitresses de la compaction de ’ADN en chromatine et
jouent un role majeur dans la régulation de I’expression des génes. Elles sont les cibles de 2
types de modifications covalentes et non covalentes. Les histones sont de petites protéines
basiques contenant un domaine globulaire trés conservé. De part et d’autre de ce domaine,
s’étendent les extrémités amino- et carboxyterminales. Les extrémités aminoterminales, et
dans une moindre mesure carboxyterminales, sont les cibles privilégiées de nombreuses

modifications covalentes.

Ces modifications covalentes sont post-traductionnelles et constituent le « code

histone » qui dicterait 1’état chromatinien et la maniére de régler un géne ou un locus [Chi et
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al., 2010; Jenuwein and Allis, 2001]. Une fois établi, ce code marquerait de fagon
épigénétique un locus soit d’une manicre transitoire ponctuelle, soit de facon stable sur de
grandes régions. Les modifications post-traductionnelles les plus étudiées sont :
I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation et 1’ubiquitinylation. Mais d’autres
modifications ont également été décrites telles que I’ADP-ribosylation, la sumoylation, la
glycosylation la biotinylation. La liste des modifications covalentes continue de s’accroitre,
grace notamment a [’application de nouvelles approches techniques telle que la
spectrométrie de masse. Ces modifications retentissent sur la transcription des geénes et la
réparation de I’ADN Toutes les histones sont susceptibles d’étre acétylées sur des lysines
spécifiques dans leur domaine aminoterminal. L’acétylation des histones est assurée par les
histones acétyltransférases ("histone acetyltransferase” ; HAT) et les histones désacétylases
HDACSs suppriment I’acétylation des histones. Ces 2 enzymes activent et répriment la

transcription respectivement [Bernstein et al, 2007].

La méthylation des histones, peut survenir sur les résidus lysines ou arginines, est
maintenant reconnue comme un processus réversible. Son homéostasie est assurée par 2
groupes d’enzymes antagonistes qui établissent, « writers », et suppriment, « erasers » la
marque de méthylation des histones au niveau de résidus spécifiques [Ruthenburg et al.,
2007 ; Strahl and Allis, 2000]. Par exemple la méthylation de I’histone H3 au niveau de la
lysine 4 : H3K4 est établie par les protéines a domaine SET1 et MLL ("mixed lineage
leukemia") de la famille des histones méthyltransférases ("histone methyltransferase” ;
HMTs) [Ruthenburg et al., 2007]. La suppression du groupement méthyl est assuré par les
protéines LSD1 ("lysine-specific histone demethylase 1") et JARID1 ("jumonji AT-rich
interactive domain 1") de la famille des histones démethylases ("histone demethylase"
HDMs) [Klose and Zhang, 2007]. Pour I’histone H3, la méthylation peut se voir a de
multiples sites lysine. Le profil de méthylations des histones est variable dans le génome des
mammiferes [Barski et al., 2007]. La triméthylation de H3K4 (H3K4me3) est fortement
associée a une activation de la transcription, avec un niveau élevé observé au niveau des
sites de transcription des génes activement transcrits. En revanche, la triméthylation de
H3K27 (H3K27me3) est associée a une répression de la transcription, particulierement la
répression de certains programmes de différenciation lors de la spécialisation de lignage

[Klose and Zhang, 2007].

L’¢établissement d’un profil de méthylation des histones n’est pas seulement crucial pour le

développement et la différenciation des cellules, mais est aussi intimement associé a
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I’initiation et développement des tumeurs chez I’homme. Plusieurs geénes codant pour des
enzymes impliquées dans les modifications post-traductionnelles ont ét¢ impliqués dans la
carcinogenese. Par exemple, le géne MLL a initialement été identifié dans des translocations
chromosomiques récurrentes dans les leucémies aigués [Krivtsov and Armstrong, 2007], et a
ultérieurement ét¢ démontré qu’il code pour une HMT spécifique H3K4 [Milne et al., 2002 ;
Nakamura et al., 2002]. MLL agit au sein d’un complexe macromoléculaire nucléaire lequel
induit une H3K4me3 pour une transcription efficiente [Milne et al., 2002 ; Ruthenburg et al.,
2007]. Les réarrangements du géne MLL sont parmi les anomalies chromosomiques les plus
fréquentes dans les leucémies, responsables de 80% et 5-10% des leucémies aigué du

nourrisson et de 1’adulte respectivement [Hess, 2004 ; Krivtsov and Armstrong, 2007].

Les mécanismes de modifications non covalentes des histones comme le remodelage de la
chromatine et 1’incorporation de variants d’histones spécialisées offrent a la cellule des
outils supplémentaires pour introduire des variations dans la matrice chromatinienne. Le
remodelage de chromatine dépendant de 1’hydrolyse de I’ATP semble modifier
I’accessibilit¢ de la chromatine en agissant sur les interactions et I’incorporation des
histones [Smith and Peterson, 2005]. Le complexe SWI/SNF ("switching/sucrose
nonfermenting'"), adénosine triphosphate (ATPase), utilise [’énergie provenant de
I’hydrolyse d’ATP pour remodeler le nucléosome de la fibre chromatinienne et modifie ainsi
la transcription [Wilson and Roberts, 2011]. Des mutations inactivatrices des sous unités du

complexe SWI/SNF ont été rapportées dans plusieurs cancers chez ’homme.

Les mécanismes de régulation covalents et non covalents de la chromatine, agissent d’une
manicre synergique pour controler la structure de la chromatine et ainsi réguler 1’expression
des génes [Wilson and Roberts, 2011]. Les anomalies des processus de méthylation de

I’ADN et de modifications des histones sont associées aux cancers (Tableau 2).
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Type of Cancer Epigenetic Disruption

Colon cancer CpG-island hypermethylation (hMLH1, p16™NK< p14*F RARB2 SFRPI, and WRN), hyper-
methylation of miRNAs (miR-124a), global genomic hypomethylation, loss of imprinting of
IGF2, mutations of histone modifiers (EP300 and HDAC2), diminished monoacetylated and
trimethylated forms of histone H4

Breast cancer CpG-island hypermethylation (BRCA1, E-cadherin, TMS1, and estrogen receptor), global ge-
nomic hypomethylation

Lung cancer CpG-island hypermethylation (p16™€*? DAPK, and RASSF1A), global genomic hypomethyl-
ation, genomic deletions of CBP and the chromatin-remodeling factor BRG1

Glioma CpG-island hypermethylation (DNA-repair enzyme MGMT, EMP3, and THBS1)

Leukemia CpGrisland hypermethylation (p15™K40 EXT1, and 1D4), translocations of histone modifiers
(CBP, MOZ, MORF, MLL1, MLL3, and NSD1)

Lymphoma CpGrisland hypermethylation (p16™42 p73, and DNA-repair enzyme MGMT), diminished
monoacetylated and trimethylated forms of histone H4

Bladder cancer CpG-island hypermethylation (p16™€ and TPEF/HPP1), hypermethylation of miRNAs
(miR-127), global genomic hypomethylation

Kidney cancer CpG-island hypermethylation (VHL), loss of imprinting of IGF2, global genomic hypomethylation

Prostate cancer CpGrisland hypermethylation (GSTP1), gene amplification of polycomb histone methyltransfer-

ase EZH2, aberrant modification pattern of histones H3 and H4

Esophageal cancer  CpGrisland hypermethylation (p16™4 and p14F), gene amplification of histone demethylase
JMJD2C/GASCI

Stomach cancer CpGrisland hypermethylation (WMLH1 and p14*%F)
Liver cancer CpG-island hypermethylation (SOCS1 and GSTP1), global genomic hypomethylation
Ovarian cancer CpGr-island hypermethylation (BRCA1)

Tableau 2 : Exemple d’anomalies épigénétiques associées
aux cancers. D’apreés [Esteller, 2008].

V.Thérapies ciblées

Le développement de molécules qui inhibent d’une maniére ciblée la protéine codée
par un géne muté est devenu 1’ultime objectif qui succede a la détection d’'une anomalie
génomique dans une tumeur. Le prototype de cette thérapie ciblée est 1’imatinib (Glivec),
qui inhibe le domaine kinase d’ABL, utilis¢ dans le traitement de la LMC. Dans la majorité
des cas, la LMC est associée a la translocation t(9;22)(q34;q11) qui a pour conséquence la
formation d’un géne de fusion BCR-ABL. Ce dernier est a 1’origine d’une activation
constitutive de la protéine ABL. Les essais cliniques ont démontré la supériorité¢ de
I’imatinib par rapport a la chimiothérapie conventionnelle dans le traitement de la LMC
[O’Brien et al., 2003]. Le succces de I’imatinib dans le traitement de la LMC a été élargi a
d’autres types de cancers associées a des mutations activatrices des oncogénes : C-KIT,
PDGFRa, FIP1L1-PDGFRa.

Les inhibiteurs de I’activité kinase I’EGFR ont initialement été développés car I’ EGFR
a un role régulateur de la prolifération cellulaire ¢ca d’une part et d’autre part il est

surexprimé dans plusieurs types de cancers. Ultérieurement, la découverte d’une mutation
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somatique activatrice de ’EGFR dans les CBNPC a défini un sous-groupe de patients
particulierement sensibles aux traitements par les inhibiteurs de ’EGFR comme 1’erlotinib
(Tarceva) et le gefitinib (Iressa). En cas de mutation de I’EGFR, le taux de réponse a ces
traitement a été évalué a 71% comparé a 1% en cas d’absence de mutations [Shepherd et al.,
2005 ; Thatcher et al., 2005].

Il existe plusieurs exemples de molécules inhibant d’une manicre ciblée les protéines
dérégulées en conséquence a des altérations génomiques (Tableau 3) et cette liste de
traitement va évoluer d’une parall¢le avec I’arrivée du séquengage a haut débit. En revanche,
la découverte de génes mutés dans plusieurs cancers n’a pas permis la découverte d’une
thérapie ciblée. Par exemple RAS dont la mutation, qui est décelée dans 30% des cancers, est

synonyme d’une résistance au traitement par les inhibiteurs de ’EGFR dans les CBNPC.

Gene Genetic Alteration Tumor Type Therapeutic Agent

Receptor tyrosine kinase

EGFR Mutation, amplification Lung cancer, glioblastoma Gefitinib, erlotinib

ERBB2 Amplification Breast cancer Lapatinib

FGFR1 Translocation Chronic myeloid leukemia PKC412, BIBF-1120

FGFR2 Amplification, mutation Gastric, breast, endometrial cancer ~ PKC412, BIBF-1120

FGFR3 Translocation, mutation Multiple myeloma PKC412, BIBF-1120

PDGFRA Mutation Glioblastoma, gastrointestinal Sunitinib, sorafenib, imatinib
stromal tumor

PDGFRB Translocation Chronic myelomonogytic leukemia  Sunitinib, sorafenib, imatinib

ALK Mutation or amplification Lung cancer, neuroblastoma, ana- Crizotinib
plastic large-cell lymphoma

-MET Amplification Gefitinib-resistant non-small-cell Crizotinib, XL134, SU11274
lung cancer, gastric cancer

IGFIR Activation by insulin-like growth  Colorectal, pancreatic cancer CP-751,871, AMG479

factor Il ligand

¢KIT Mutation Gastrointestinal stromal Sunitinib, imatinib
tumor

FLT3 Internal tandem duplication Acute myeloid leukemia Lestaurtinib, XL999

RET Mutation, translocation Thyroid medullary carcinoma XL134

Non-receptor tyrosine

kinase

ABL Translocation (BCR-ABL) Chronic myeloid leukemia Imatinib

JAK2 Mutation (V617F), translocation  Chronic myeloid leukemia, myelo- Lestaurtinib, INCB013424
proliferative disorders

SRC Overexpression Non-small-cell lung cancer; ovarian,  KX2-391, dasatinib, AZD0530
breast cancer; sarcoma

Serine-threonine-lipid

kinase

BRAF Mutation (V600E) Melanoma; colon, thyroid cancer $B-590885, PLX-4032, RAF265, XL281

Aurora A and B kinases  Overexpression Breast, colon cancer; leukemia MK-5108 (VX-689)

Polo-like kinases Overexpression Breast, lung, colon cancer; lymphoma  BI2536, GSK461364

MTOR Increased activation Renal-cell carcinoma Temsirolimus (CCI-779), BEZ235

PI3K PIK3CA mutations Colorectal, breast, gastric cancer; BEZ235
glioblastoma

DNA damage or repair

BRCAI and BRCA2 Mutation (synthetic lethal effect)  Breast, ovarian cancer Olaparib, MK-4827 (PARP inhibitors)

Tableau 3 : Exemples de thérapie ciblée dans les cancers.
D’aprés [McDermott et al, 2011].
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VI. Moyens d’étude de ’oncogénome

1. Cytogénétique conventionnelle
Le modele génétique a la base de notre conception de la carcinogenése puise ses
racines [Maser and DePinho, 2002] dans les analyses cytogénétiques initiales de cellules
cancéreuses [Boveri, 1914 ; Von Hansemann en 1890]. Traditionnellement, le terme de
cytogénétique fait référence a 1’étude de 1’hérédité cellulaire, spécialement la description des

chromosomes et 1’identification des aberrations chromosomiques.

La cytogénétique humaine a débuté en 1956 apres la découverte du nombre exact des
chromosomes humains, 46, [Tjio and Levan, 1956]. Le développement des techniques de
culture cellulaire a permis I’amélioration des préparations métaphasiques [Tjio and Whang,
1962]. Le classement des chromosomes ¢tait devenu possible d’abord sur la base de leur
taille, de leur indice centromérique et de leur appariement débouchant sur le caryotype
normal et pathologique. La découverte et le développement des techniques de bandes par la
quinacrine (bandes Q) [Caspersson et al., 1970], le traitement enzymatique (bandes G)
[Seabright, 1971] ou la dénaturation a la chaleur (bandes R) [Dutrillaux, 1971] rendait

possible I’identification de chaque chromosome et sa subdivision en bandes.

Une nomenclature internationale était née a Denver en 1960 créait les fondations de
la cytogénétique humaine.Un systéme international évolutif dédi¢ pour la nomenclature de la
cytogénétique humaine ("international system chromosome nomenclature”; ISCN)
permettait la description: (1) des paires des autosomes et des gonosomes (Denver
Conférence) et (2) de leur profil de bandes caractéristique de chaque paire de chromosomes
homologues a la Conférence de Paris (1971). Ce systéme, toujours en vigueur, a facilité la

standardisation et la description des anomalies chromosomiques depuis 1960.

L’amélioration de la résolution de I’analyse chromosomique par les bandes avait
révélé en 1973, treize ans apres sa découverte en 1960 [Nowell et Hungerford 1960], que le
chromosome Philadelphie ne correspondait pas a une délétion 22q, mais résultait d’une

t(9;22)(q34;q11) [Rowley, 1973a].

La cytogénétique somatique est I’étude des chromosomes dans les tissus tumoraux.
Plusieurs types de tissus peuvent étre étudiés. A 1’état physiologique, les cellules
hématopoiétiques se divisent spontanément, ce qui favorise 1I’obtention des métaphases. A

I’opposé, dans les tumeurs solides, I’index mitotique des cellules malignes est faible d’ou la
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difficult¢ d’obtenir des métaphases. Le caryotype dans les hémopathies malignes est
relativement simple ce qui facilite le diagnostic des anomalies chromosomiques. En effet, la
cytogénétique oncohématologique est devenu un argument clé¢ dans le diagnostic, le
pronostic le traitement et le suivi de la maladie résiduelle des hémopathies malignes. Les 2
derniéres classifications de ’OMS des hémopathies malignes s’appuie largement sur les
résultats de la cytogénétique conventionnelle. Par contre, pour les tumeurs solides, en
dehors des sarcomes, et spécialement dans les tumeurs épithéliales la cytogénétique
conventionnelle s’est heurtée a 3 difficultés : (1) un index mitotique faible avec des
métaphases de qualit¢ moyenne, (2) un taux d’échec assez élevé et (3) un caryotype tres
complexe ce qui rend le diagnostic des anomalies chromosomiques trés incertain (Figure
27). Dans les carcinomes, la cytogénétique somatique est restée en retrait par rapport aux
examens anatomopathologiques qui ont, de nos jours, toute la valeur diagnostique et

pronostique.

Quelque soit le type de cancer le caryotype est un examen pangénomique permettant
I’analyse des anomalies chromosomiques équilibrées et des aneuploidies. En revanche, le
seuil de résolution de la cytogénétique conventionnelle, 5-10 Mb, est faible et exige une
bonne qualité¢ des métaphases. Ainsi, les anomalies cryptiques et les mutations ponctuelles
restent indétectables par le caryotype. Les isodisomies acquises souvent a 1’origine de LOH
le sont aussi. La cytogénétique conventionnelle se fait a partir de cultures cellulaires,
néanmoins certaines anomalies chromosomiques, notamment les chromosomes doubles

minutes [Graux et al., 2004] peuvent étre perdues au cours des cultures cellulaires.

La sélection de métaphases de bonne qualité peut introduire un biais dans le choix de
métaphases et le clone malin peut alors passer inapercu. C’est I’exemple des translocations
t(1;19)(q23;p13) et t(15;17)(q22;q21-22), associées aux LAL B et LAM3 respectivement,
qui généralement font parti des métaphases de mauvaise qualité. Par ailleurs, la
cytogénétique conventionnelle permet une étude de tout le génome cellule par cellule ce qui
donc offre la possibilit¢ de tracer 1’évolution clonale qui a une valeur diagnostique et
cognitive. En dehors des anomalies chromosomiques répertoriées dans les bases données
(http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret, 2010), et grice a son caractere
pangénomique, la cytogénétique conventionnelle garde de nos jours 1’aptitude de rapporter
de nouvelles anomalies chromosomiques qui peuvent avoir une valeur diagnostique et

thérapeutique (découverte de nouveaux genes de fusion).
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Le rdle de pierre angulaire de la cytogénétique conventionnelle dans le diagnostic
des anomalies chromosomiques acquises et clonales a été consolidé par des techniques
complémentaires dérivées qui se basent généralement sur ’hybridation in situ fluorescente

(FISH).

2. Cytogénétique moléculaire

La premiere application des techniques moléculaires sur des préparations
cytologiques de chromosomes émergeait de I’observation que des séquences nucléotidiques
complémentaires peuvent s’hybrider pour former des complexes plus stables que des
séquences non complémentaires. La premicre analyse d’hybridation in situ était rapportée en
1969 par Joe Gall et Mary Lou Pardue, qui avaient utilis¢ un hybride ADN-ARN pour
localiser des genes codant pour I’ARN ribosomal [Gall and Pardue, 1969]. Ainsi, le principe
de I’hybridation in situ se base sur I’hybridation d’une sonde marquée, contenant une
séquence d’ADN génomique d’intérét, sur sa séquence complémentaire située dans une
région cible du génome. Le résultat de cette hybridation est évalué par une analyse
microscopique. Depuis sa premicre découverte en 1969, les méthodes d’hybridation in situ

ont évolué d’une maniére extensive et ceci concerne a la fois la cible et la sonde.

Les toutes premieres hybridations in situ étaient basées sur des méthodes de
détection radioactive. Rapidement le marquage au tritium s’est imposé associé au marquage
simultané en bandes GTG [Harper et al., 1982] et RHG [Bernheim et al.,, 1984]. De
nombreux génes ont ¢été ainsi localisé, mais cette technique restait délicate :
autoradiographie, long temps d’exposition, analyse statistique de nombreuses mitoses,
radioactivité... Une approche plus robuste, basée sur un couplage chimique d’un
fluorochrome a une sonde d’ARN, était utilisée pour une détection et rapide des hybrides
[Rudkin and Stollar, 1977] qui était baptisée hybridation in situ fluorescente [Bauman et al.,
1980]. Le couplage d’un fluorochrome a une sonde d’ADN ou d’ARN fait référence souvent
a un marquage direct. A 1’opposé, un marquage indirect, renvoie a une détection
enzymatique ou immunologique d’un peptide qui a été préalablement incorporé dans la
sonde. La synthese de nucléotides modifiés contenant de la biotine, incorporés a la sonde par
des polymérases, révélée par I’avidine couplée a un fluorochrome devenait la norme de la
FISH [Langer et al., 1981]. Cependant les sondes d’ADN restaient petites puisqu’elles
contiennent des séquences répétées, comme les séquences Alu et LINES qui sont présentes

dans le génome humain. L hybridation directe de ces sondes généraient alors un énorme
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bruit de fond empéchant ainsi la distinction du signal d’hybridation spécifique, limitant alors
la FISH aux seules séquences centromériques. Cette difficulté a été surmontée par une
préincubation de la sonde complexe dénaturée en présence d’un exces d’ADN humain total
non marqué ou des seules séquences répétées, I’ADN Cot-1. Cette préincubation va saturer
préférentiellement les séquences répétées et empécher alors leur hybridation sur I’ADN cible
[Landegent et al., 1987]. Cette procédure a rendu les clones génomiques complexes et de
grande taille aptes a I’utilisation en FISH et permis le premier marquage spécifique de
différents chromosomes sur des métaphases et aussi des noyaux interphasiques [Cremer et
al., 1988 ; Lichter et al., 1988 ; Pinkel et al., 1988], le rendant accessibles a 1’approche

cytogénétique.

La résolution de ce marquage a atteint son apogée dans les années 90 a travers
I’utilisation de différentes cibles comprenant le chromosome métaphasique (résolution : 5
Mb) , le noyau interphasique (50 Kb-2 Mb) et la fibre chromatinienne (5-500 Kb). Les
sondes allaient du phage de 10kb au chromosome entier (peinture chromosomique) puis au
génome entier. Cela allait autoriser la localisation de nombreux genes, 1’étude d’hybrides
somatiques interspécifiques, 1’évolution chromosomique des espéces et la CGH
métaphasique. Pour le séquencage du génome humain ("international human genome
sequencing”, 2004), des clones génomiques ont été cartographiés et séquencés. Des BAC
("bacterial artificial chromosomes'), des Fosmid, des PAC ("Pl-derived artificial
chromosomes") et des YAC ("yeast artificial chromosomes") sont désormais utilisés comme
sondes en FISH pour cartographier les réarrangements chromosomiques a une haute
résolution [Henderson et al., 2004 ; Fujiwara et al., 2001 ; Huang et al., 1998]. Ces clones
sont disponibles sur les sites : Ensembl Cytoview, NCBI Map-Viewer ou UCSC genome

browser. Des sondes commerciales sont également disponibles

Les sondes de peinture chromosomique, qui marquent la totalité ou une partie d’un
chromosome, sont devenues disponibles grace au développement de 1’approche PCR
("polymerase chain reaction”) universelle en particulier la DOP-PCR [Telenius et al., 1992].
Cette technique permet la synthese de sondes de peinture de chromosome entier a partir d’un
nombre limité de chromosome triés et de petites régions obtenues par microdissection

chromosomique [Cram et al., 2004; Guan et al., 1992].

Les sondes de peinture sont souvent utilisées pour vérifier un réarrangement
chromosomique évident ou suspecté sur les techniques de bandes. En revanche, le

décryptage d’un remaniement complexe contenant un matériel chromosomique non
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identifiable est inefficace si une ou deux sondes de peinture sont utilisées par hybridation.
Des techniques étaient développées pour permettre 1’hybridation simultanée de plusieurs

sondes de peinture marquées différemment.

L’introduction de fluorochromes divers qui couvrent le spectre depuis les rayons
ultraviolets jusqu’aux infra-rouges et le développement d’un systéme d’imagerie numérisé
hautement sensible ont rendu possible ces
développements. Ils ont permis la
visualisation simultanée des 24 chromosomes
(TR IR BRI humains (Figure 27), chacun ayant une
A EPaat e Fe couleur différente, en une seule hybridation.
0040 08¢ » Ceci est bas¢ sur la combinaison spécifique
B e pour chaque chromosome de 5 fluorochromes

différents [Nederlof et al., 1989, 1992]. Les

Figure 27 : Caryotype complexe en 24 techniques spécifiques utilisant ces approches
couleurs d’un cancer ovarien. D’apres comprennent : M-FISH ("multiplex FISH")
[Speicher and Ward, 1996].

[Speicher et al., 1996] (Figure 27), SKY

("spectral karyotyping™) [Schrock et al., 1996] et COBRA ("combined binary ratio
labelling” ) [Tanke et al., 1999]. Ces techniques permettent de caractériser les: (1)
aberrations de structure interchromosomiques, (2) réarrangements chromosomiques
complexes fréquents dans les tumeurs solides et (3) marqueurs chromosomiques. En

revanche, la sensibilité de détection de petits réarrangements interchromosomiques (de taille

inférieure a 5 Mb) est tres faible en utilisant ces approches.

La peinture inverse est une technique puissante pour I’analyse d’un chromosome
remani¢ [Carter et al., 1992]. Le chromosome anormal est obtenu soit par tri soit par
microdissection. Le chromosome anormal alors collecté est amplifié par DOP-PCR, puis
marqué, mais hybridé sur des métaphases normales. Le profil d’hybridation de la sonde
peinture inverse permet d’élucider la composition du chromosome anormal, et révele la
localisation des points de cassure. La résolution de cette technique peut étre augmentée
d’une maniere drastique en hybridant la sonde de peinture du chromosome anormale sur des

array de sondes [Fiegler et al., 2003b ; Gribble et al., 2004].

La puissance de la FISH, quelque la sonde utilisée : peinture ou locus spécifique, est

sa capacité d’analyser tout ou une partie du génome a I’échelle de cellule(s) isolée(s). A ce
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niveau de résolution, 1’analyse de I’ADN offre la possibilité de comprendre la biologie de la
cellule cancéreuse, I’évolution clonale, le mosaicisme chromosomique et d’autres
évenements rares (exemple la maladie résiduelle). Il est établi qu’au cours de la
carcinogenese, les cellules tumorales deviennent de plus en plus hétérogénes avec une
désorganisation de leurs propriétés structurelles. Il est souvent nécessaire d’analyser les
cellules d’une maniere individuelle et dans leur environnement habituel, exemple une coupe
tissulaire. Le progrés des outils permettant 1’analyse de chaque cellule devrait faciliter
I’identification de tissus ayant des génomes différents. Des événements rares, tels que les
lésions prénéoplasiques ou la maladie résiduelle, devraient bénéficier des avancées de la
FISH. De plus, cette technique permet aussi une corrélation détaillée génotype-phénotype
qui ne peut pas étre étudiée par d’autres techniques moléculaires hautement résolutives

[Goymer, 2008].

L’avantage de la FISH interphasique par rapport la FISH métaphasique comprend
I’analyse d’un grand nombre de noyaux (jusqu’a 1000 cellules) ce qui augmente la
probabilité de détection des aberrations chromosomiques présents a un faible taux. Donc la
FISH interphasique permet de renseigner sur le taux, «rate», de [Dinstabilité
chromosomique alors que la FISH métaphasique, qui est réalisé a partir d’un nombre plus
limité de cellules, établi 1’état, « state », des réarrangements chromosomiques. En clinique
les sondes, centromeres, peintures, locus spécifiques et télomeres sont utilisées en FISH

métaphasique et en FISH interphasique, a I’exception des peintures.

En dehors de ces applications, la FISH est un outil utilisée pour : 1’étude en 3-D de
’architecture du noyau interphasique, la cartographie des genes, I’étude de la réplication et
la recombinaison de I’ADN, la transcription des génes et pour 1’étude de I’organisation de la
chromatine. La FISH combinée a I’immunophénotypage est un outil performant utilisé en
cancérologie. Par exemple, cette technique a permis de tracer I’histoire naturelle des
leucémies en pédiatrie en montrant que certaines translocations spécifiques associées aux
leucémies sont présentes dans un groupe de progéniteurs normaux du sang du cordon
[Greaves and Wiemels, 2003]. A la différence du caryotype qui se fait a partir d’un
échantillon frais, la FISH peut étre appliquée a une variété¢ large d’échantillons :
appositions, frottis cellulaires, cellules cultivées et coupes en paraffines, qui ont une
spécificité. La FISH ne permet pas un examen pangénomique, a I’exception des grosses

aberrations chromosomiques détectées par les techniques 24 couleurs (Figure 27), et donc
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elle a une valeur limitée dans la découverte de nouveaux réarrangements chromosomiques

touchant tout le génome.

Les progres des techniques d’hybridation puis la disponibilité de la séquence du
génome humain ont permis de mettre au point et de développer I’hybridation génomique
comparative (CGH). Cet outil permet une analyse pangénomique et constitue donc un trait

d’union entre la cytogénétique et les approches moléculaires.

3. Hybridation génomique comparative
Bien que les tumeurs solides soient les cancers les plus fréquents, elles sont moins
¢tudiées en cytogénétique conventionnelle en raison de la difficulté d’obtenir des
métaphases de bonne qualité et de la complexité des caryotypes observés [Mitelman et al.,
2004]. La CGH ¢était congue pour contrecarrer cet obstacle [Du Manoir et al., 1993;
Kallioniemi et al., 1992].

En CGH, I’ADN est extrait de la tumeur (test) et d’un échantillon normal (référence).
Les 2 types d’ADN sont marqués par 2 fluorochromes différents, le mélange de sondes
équimolaire alors obtenu est hybridé sur une cible normale de chromosomes métaphasiques.
L’interprétation des résultats de CGH nécessite [’utilisation d’outils informatiques
spécifiques. Il s’agit de logiciels d’analyse d’images en microscopie, développés pour
quantifier les signaux de fluorescence le long des chromosomes et faire la moyenne des
résultats obtenus pour plusieurs métaphases. L’analyse de la CGH est basée sur la
quantification du ratio de fluorescence de ’ADN test par rapport a I’ADN de référence
(nombre de copies dans la tumeur/nombre de copies dans la référence). On établi donc des
profils de variation le long de chaque paire de chromosomes homologues. Un intervalle de
confiance a été défini ; un ratio est considéré comme normal s’il varie entre 0.75 et 1.25 ; un
ratio <0.75 est considéré comme une perte tandis qu’une valeur>1.25 comme gain. Cette
technique avait permis I’étude d’un certain nombre de tumeurs [Lichter et al., 2000 ;
Mertens et al., 1997] (Figure 28), cependant elle manque cruellement de résolution, 5-10
Mb pour les délétions et 2 Mb pour les amplifications [Mantripragada et al., 2004]. La CGH
array a ¢été développé pour améliorer la résolution de la CGH sur chromosome métaphsique

[Pinkel et al., 1998 ; Solinas-Toldo et al., 1997].
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Conceptuellement, la CGH array (aCGH) est un aménagement technique de la CGH
sur chromosomes. L’amélioration réside dans le changement des cibles d’hybridation. En
effet, alors que la CGH utilise des chromosomes en métaphase, 1’aCGH est pratiqué sur des
array de sondes d’ADN immobilisés sur une lame de microscopie [Pinkel et al., 1998 ;
Pollack et al., 1999] (Figure 28). Ces sondes sont directement cartographiées sur la
séquence du génome humain. La résolution de ’aCGH dépend de la densité et de la taille
des sondes d’ADN dans les arrays. Différents substrats de sondes étaient utilisés en aCGH :
des inserts de clones génomiques de grande taille (40-200 Kb) comme les : BAC, cosmides,
PAC, et fosmids. La production d’une quantité suffisante d’ADN de BAC avec une pureté
adéquate est fastidieux, différentes techniques étaient utilisées pour amplifier de faible
quantit¢ d’ADN. Ces outils correspondent a la ligation PCR [Snijders et al., 2001], DOP-
PCR [Fiegler et al., 2003a] et ’amplification par déplacement de brin [Smirnov et al., 2004].
Des array formés par des acides nucléiques moins complexes tels que de clones d’ADN
complémentaire, ADNc, (0.5-2 Kb), de produits de PCR sélectionnés (0.1-1.5 Kb) et des
oligonucléotides (25-85 pb) étaient également utilisés [Carter, 2007]. Les sondes
oligonucléotides étaient produites par un spotting d’oligonucléotides sur la lame [Barrett et
al., 2004 ; Carvalho et al., 2004]. Désormais elles sont synthétisées in situ sur une lame de
microscopie ou un substrat en silicone qui peut contenir jusqu’a 2.000.000 ¢éléments [Lucito
et al., 2003 ; Zhao et al., 2004]. Les SNP ont été utilisés comme des array (Figure 28), et
des supports contenant plus de 1.600.000 SNP sont utilisables [Kennedy et al., 2003 ;
Matsuzaki et al., 2004]. Le terme d’ACPA (Anomalies Chromosomiques Par Array) est
désormais utilisé¢ pour désigner toutes les matrices utilisées pour 1’étude des remaniements

du génome.

Outre ’aCGH avec deux fluorochromes, des matrices d’ACPA mono couleurs
permettent de voir les anomalies de nombre de copies mais aussi les d’étudier le statut

d’hétérozygotie le long des chromosomes.
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Figure 28 : Principes de I’aCGH et des SNP array.A: I’hybridation d’un
mélange équimolaire ADN test-ADN de référence sur une lame contenant des
array (BAC ou oligonucléotides) permet de déterminer le spectre des CNA dans la
tumeur. B I’hybridation de la seule ADN test sur une matrice contenant des SNP
permet de déterminer le génotype des alleles et les CNA dans la tumeur. Adapté de
[Pinkel and Albertson, 2005].

Le choix d’une de ces plates-formes d’ACPA dépend de plusieurs parametres. La
détection d’une anomalie génomique dépend de la distribution et de la taille des éléments
des array (Figure 28). Par exemple, la haute performance d’un microarray comportant
32000 clones chevauchants est rendu possible grace a la distribution uniforme des éléments
de l’array a travers tout le génome malgré la présence de quelques lacunes dans la
couverture de ce génome [Garnis et al., 2005 ; Ishkanian et al., 2004]. Par contre cette plate-
forme, constituée d’inserts de clones de grande taille, a une sensibilité réduite dans la
détection des anomalies génomiques de taille inférieure a 50 Kb par rapport aux
oligonucléotides qui sont théoriquement plus performants dans la détection des aberrations
de petite taille [Barrett et al., 2004 ; Selzer et al., 2005 ; Zhao et al., 2005]. La plate-forme
Nimblegen 2.000.000 oligonucléotides est la plus sensible des microarray dans la détection
des anomalies de petite taille. La probabilité de détection de ces anomalies de petite taille
décroit d’une maniere drastique avec une baisse de la densité des array d’une plateforme. En

raison de I’existence de plusieurs sources a 1’origine d’un bruit de fond expérimental, une
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performance optimale n’est jamais atteinte par aucune des plates-formes. Bien que des
amplifications soient détectables par toutes les plates-formes quelque soit le bruit de fond, la
mise en évidence d’un gain simple copie va dépendre a la fois du bruit de fond de la plate-
forme et du ratio de fluorescence a chaque élément de I’array. Pour la détection d’une CNA
simple copie d’une maniere fiable, la moyenne des ratios de gain simple copie d’une région
donnée doit étre différent au minimum d’une déviation standard par rapport a la moyenne
des ratios d’une portion normale du génome. Dans le cas ou la distinction d’un gain simple
copie par rapport au bruit de fond est difficile a obtenir, ceci peut étre surmonté en faisant la
moyenne de plusieurs éléments de I’array [Ylstra et al., 2006]. La moyenne des signaux de
plusieurs locus, suivie d’une analyse statistique est requise pour identifier d’une maniére
fiable des CNA de petite taille. La détermination des points de cassure d’une CNA avec
précision est proportionnelle a la densité des éléments de 1’array. Dans ce cas, le maximum
de performance théorique est observé avec le microarray Nimblegen2 M, suivie par Agilent

1 M et Affymetrix 1.6 M.

La quantification des ratios en aCGH peut étre influencée par 1’existence dans le
génome humain de séquences, communes a tous les individus, de type LCR ("low copy
reiterated"). Ces régions contiennent des familles de geénes et des bloques de duplications
segmentaires [Eichler, 2001]. Si un locus contenant une séquence LCR présente un
changement de nombre de copies, la modification du ratio correspondant peut sous estimer
I’é¢tendue de 1’anomalie, car les autres locus ayant des LCR gardent un ratio normal [Zhang
et al., 2005]. A I’opposé, tous les locus contenant une LCR peuvent avoir un ratio modifié
lorsqu’un locus est remanié [Locke et al., 2004]. Ces polymorphismes du nombre de copie
(CNV) dont les LCR font partie, ont été une surprise importante lorsqu’ils ont été¢ décrits
dans leur généralité¢ [Redon et al., 2006]. Ils sont dispersés dans le génome, ils représentent
de 5 a 12% de ce dernier. Ils peuvent dépasser 2 Mégabases et contenir des genes et des

miRNA. IIs sont trés généralement hérités des parents.

Les ACPA trouvent un intérét majeur dans la génétique constitutionnelle et
prénatale. En effet, elle est utilisée lors des anomalies du développement, du retard mental,
des fausse couches spontanées, pour préciser les mécanismes de genese des aberrations
chromosomiques [Locke et al., 2004] et dans la corrélation génotype-phénotype [Van
Buggenhout et al., 2004]. Elles sont désormais utilisées en premicre intention dans de

nombreux pays et de nombreux laboratoires en France dans ces indications.
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L’aCGH offre une approche solide dans I’étude des cancers, car elle permet une
analyse pangénomique et quantitative de ’oncogénome. Dans un méme type de tumeur,
1’aCGH identifie un large spectre de CNA, mettant en évidence plusieurs types d’instabilité
génomique. Par exemple, I’étude par aCGH de 2 types de lignées cellulaires de cancer du
colon, ayant ou une instabilit¢ des microsatellites, a révélé que la nature exacte de cette
instabilité reflete le changement de nombre de copies [Snijders et al., 2003]. L’aCGH est
indiqué dans le cancer du colon par instabilit¢ chromosomique ou elle permet de la faire le

diagnostic des génes remaniés.

L’aCGH permet également de tracer 1’historique des tumeurs. En effet, certaines
tumeurs manifestent une certaine stabilité in vivo, avec une tumeur primitive et une récidive
ayant presque le méme profil aCGH [Albertson, 2003 ; Waldman et al., 2000]. A I’opposé
d’autres tumeurs présentent une instabilité génomique avec une hétérogénéité clonale qui ne
peut pas étre étudiée par aCGH et se préte bien a des approches analysant d’une maniére

individuelle les cellules [Chin et al., 2004].

Les données de I’aCGH peuvent avoir une valeur pronostique. Les CNA ont été
associées au pronostic des cancers : gastrique, prostate, sein et aux lymphomes [Callagy et
al., 2005 ; Martinez-Climent et al., 2003 ; Paris et al., 2004 ; Rubio-Moscardo et al., 2005 ;
Weiss et al., 2004]. Les CNA segmentaires dans un neuroblastome orientent vers une

thérapeutique intensive.

L’aCGH permet d’identifier des génes dans des régions génomiques altérées d’une
maniére récurrente [Snijders et al., 2003, 2005]. D’autres techniques sont également requises

pour retenir définitivement I’implication de ces génes dans le processus de carcinogenese.

Dans les tumeurs, les SNP array renseignent sur la LOH qui peut étre la
conséquence, soit d’un changement de nombre de copies (fréquemment il s’agit de délétion,
mais aussi il s’agit d’amplification), soit sans changement de nombre de copies, ou disomie
uniparentale acquise (DUP). Cette derniere résulte d’une perte d’un gene suppresseur de
tumeurs suivie d’une duplication de 1’all¢le restant qui peut étre muté ou étre le siege d’une
modification épigénétique [Dutt and Beroukhim, 2007 ; LaFramboise, 2009]. Ce mécanisme

de DUP a été rapporté dans les leucémies aigués [Raghavan et al., 2005].
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L’aCGH comme la FISH ne nécessite pas de culture cellulaire et elle peut se faire sur

un spectre large d’échantillon biologique.

L’aCGH ne permet pas de déterminer la localisation physique d’une aberration
chromosomique et ne détecte par les anomalies de structure équilibrées. Le développement
d’une approche expérimentale permettant de renseigner sur les CNA, les anomalies de
structure équilibrées et les mutations ponctuelles sont devenues possibles avec le séquencage

a haut débit.

4. Séquencage a haut débit

Les méthodes de séquencage se basent généralement sur 1’arrét du processus de
reproduction du brin matrice d’ADN dans un sens ou dans I’autre sens, en utilisant des di-
désoxynucléotides (méthode de Sanger), des terminateurs réversibles ou des nucléotides
naturels [Metzker, 2005]. La méthode automatisée de Sanger est considérée comme la
technique de séquencage premicre génération ("first generation sequencing”) et les
nouvelles méthodes, utilisées depuis 2005, sont baptisées méthodes de 2™ génération ou de
nouvelle génération ("next generation sequencing”, NGS). Ces nouvelles méthodes ont des
stratégies différentes pour accomplir une combinaison de 3 processus : (1) préparation de la
matrice, (2) séquengage et acquisition par un systeme d’imagerie et (3) alignement et
assemblage du génome. Ces techniques de NGS produisent au moins une gigabase (1.10°

bases) de séquence brute par expérience.

Les principaux systemes commercialisés sont, Roche/454, Illumina/Solexa, et
Life/APG. Ces systémes partent directement de ’ADN a lire, sans clonage dans des
bactéries ou des phages. La fragmentation mécanique, par sonication ou nébulisation, de
I’ADN génére des fragments. La majorité des systemes d’imagerie sont incapable de
détecter un seul événement fluorescent, donc une amplification par PCR des fragments est
requise. Une librairie de fragments est crée et une ligation d’adaptateurs contenant des
amorces, primers, universelles est réalisée aux 2 extrémités de chaque cible permettant une
amplification d’un génome complexe par PCR avec des amorces communes. Apres ligation,
I’ADN est séparé¢ en simple brin et fixé sur une surface solide ou un support.
L’immobilisation de fragments spatialement séparés permet la réalisation simultanée de
milliers a des milliards de réactions de séquencage. L’étape suivante est importante : elle

permet une amplification de chaque segment (environ un million de fois) tout en le gardant
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séparé de tous les autres. Pour Roche/454 et Life/APG, ceci est réalisé grace a I’attachement
de chaque fragment a une bille microscopique (un seul par bille) puis a son amplification sur
la bille, isolée dans une gouttelette d’une émulsion [Dressman et al., 2003]. Pour
[llumina/Solexa, c’est la fixation des segments matrices sur une lame de verre suivie d’un
systeme d’amplification locale qui en multiplie le nombre au voisinage immédiat du point
d’attachement [Fedurco et al., 2006]. Cette étape a donc pour résultat un support sur lequel
sont répartis des centaines de milliers de points, dont chacun contient un million

d’exemplaires, polonies ("polymerase colonies"), d’un fragment d’ADN bien particulier.

Aprés cette étape d’amplification, ces millions de fragments peuvent étre :
immobilisés sur un gel de polyacrylamide sur une lame microscopique [Shendure et al.,
2005], fixés chimiquement sur une lame de verre traitée, procédure utilisée par Life/APG,
[Kim et al., 2007], ou déposés d’une manicre individuelle dans des puits d’une plaque PTP
("PicoTiterPlate"), technique utilisée par Roche/454 [Leamon et al., 2003]. Ces échantillons
sont alors préts pour des réactions enzymatiques du séquencage proprement dit,
s’apparentant au pyroséquencage pour 454, séquence par synthése pour Illumina et a un
séquengage par ligation pour SOLID ("support oligonucleotide ligation detection” ). Dans
tous les cas, la technique est adaptée de manicre a lire une base in situ sur chacun des

fragments, a acquérir I’image correspondante puis a passer a la base suivante.

De nouveaux séquenceurs lisant directement I’ADN sans passer par 1’amplification
en polonies sont disponibles c’est I’exemple d’Helicos BioSciences [Pushkarev et al., 2009].
Ce systeme détermine directement la séquence par synthése sur des molécules isolées.
D’autres plate-formes utilisent de nanopores a travers lesquels on fait passer la molécule
d’ADN et les bases sont repérées au cours de leur passage grace a leurs propriétés
¢lectriques [Branton et al., 2008]. comme le systéeme Ion Torrent dont la deuxiéme version

est annoncée pouvoir séquencer un génome humain pour 1000$.

Au terme de ce séquencage, des lectures ("reads”) de taille différente sont obtenues.
La longueur de ces lectures est de: 330 bases pour Roche/454, 75 ou 100 bases pour
[llumina/Solexa et 50 bases pour Life/APG. Une fois obtenues ces lectures sont: soit
alignées sur le génome de référence soit assemblées [Chaisson et al., 2009 ; Pop and

Salzberg, 2008 ; Trapnell and Salzberg, 2009].
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Le choix d’une de ces plates-formes dépend de plusieurs parameétres, de la longueur
de lecture, actuellement c’est Roche/454 et Ion Torrent qui offrent cette possibilité avec des
sessions plus courtes (moins de 10 heures). L’exactitude est comparable mais 1’assemblage
des séquences obtenues est plus aisé. Les plates-formes proposent des protocoles dits
extrémités appariées ("paired ends"” et" mate pairs" ) autorisant la lecture de séquences dont
on sait qu’elles sont ¢loignées d’une distance donnée dans I’ADN d’origine. Cette stratégie
permet de caractériser les anomalies de structure du génome avec une résolution de 1’ordre
de la paire de bases [Welch et al., 2011] et permet de voir les remaniements détectés par la
cytogénétique [Bernheim, 2011 ; Sanlaville, 2012]. Le choix dépend également de la
« profondeur » du séquencage, c’est a dire le nombre de fois ou un méme nucléotide est
séquence, est grande. Ces plates-formes ont un large champ d’application. Elles sont
adaptées a I’analyse de variants [Mills et al., 2011] d’une région ou d’un génome d¢ja
connu : les petites lectures effectuées sont assemblées par comparaison avec la séquence de
référence, et, moyennant une redondance suffisante, les différences éventuelles avec cette
référence peuvent étre déterminées rapidement avec une bonne fiabilité. Ainsi des
haplotypes peuvent étre mis en évidence. Le transcriptome d’une cellule, d’un tissu ou d’un
organisme peut é&tre aussi séquencé: RNA-seq [Wang et al., 2009]. Les marques
épigénétiques et la structure de la chromatine peuvent étre étudiés grace a des méthodes
basées sur le séquencage a haut débit, Chip-seq ("chromatin Immunoprecipitation"). De
nombreuses variantes sont possibles : analyses de méthylations, methyl-seq et sensibilité a la
DNase I, DNase-seq [Wold and Myers, 2008]. Grace ces méthodes NGS le séquencage

d’exons connus, exomes, est devenu possible [Ng et al., 2009, 2010].

Le séquencage de la totalité d’un génome tumoral peut également étre réalisée [Ley
et al., 2008]. Malgré I’extréme complexité révélée par ’analyse détaillée de nombreuses
tumeurs [Bass et al., 2011; Pleasance et al., 2010] (Figure 29), le séquengage semble y
trouver sa place aujourd’hui. Il ne s’agit plus de faire ’inventaire de toutes les altérations
présentes dans I’ADN d’une cellule tumorale, mais de s’intéresser uniquement aux genes
dont I’'implication au processus de carcinogenése est connue. Une liste de 100 a 200 génes
est alors établie, I’ADN tumoral correspond est isolée et séquencé a une redondance élevée
(100 fois par exemple] pour repérer les mutations acquises somatiques en les comparant au

génome normal du malade.
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Figure 29 : Exemple de séquence d’une tumeur. D’apreés
[Pleseance et al, 2010].

En conclusion, chacune des techniques décrites précédemment a ses avantages et
inconvénients (Tableau 4). Leur application en clinique ou en recherche repose sur
plusieurs parametres. Le séquencage a haut débit, puisqu’il permet de renseigner sur les
CNA, risque de remplacer ’aCGH a terme : Mais il reste quant méme un probléme a
résoudre c’est les anomalies de structure équilibrées, ou pour le moment le séquengage a
haut débit ne permet de les détecter sans une orientation préalable. Cependant cette question
sera résolue essentiellement par la bioinformatique, centrale dans le processus de séquence
NGS et annotation détaillée du génome humain. La FISH et ’aCGH ont permis de faire le
lien entre la cytogénétique conventionnelle et les techniques de biologie moléculaires. Ces
dernicres techniques ont également leur role dans le diagnostic des anomalies génomiques.
Leurs champs d’application restent limité a certains marqueurs moléculaires bien connus et
bien caractérisés. Ces techniques de biologie moléculaire sont trés sensibles par rapport a la
cytogénétique conventionnelle et moléculaire, elles sont capables de détecter une cellule
maligne sur 10°a 10°. Elles donc sont indiquées pour : évaluer la réponse a une thérapie
ciblée, le suivi de la maladie résiduelle et la détection précoce des rechutes de la maladie
cancéreuse. Techniquement, ces approches moléculaires sont restreintes a quelques locus du
génome humain a la différence des techniques de cytogénomique (caryotype, M-FISH et

ACPA) qui offrent un examen pangénomique.
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Techniques

Caractéristiques Caryotype FISH M-FISH SNP array aCGH NGS
Résolution + ++ ++ ++++ -+ -+
Sensibilité + +++ + + + +
LOH - - - + . +
Détection de - - - - - +
mutations

Nécessité de + - + - - -

mise en culture

Détection des

anomalies + + + - - +
équilibres

Distinction de

. + + - - - -
plusieurs clones

Tableau 4 : Comparaison des différentes méthodes d’étude de I’oncogénome. NGS : next
generation sequence.

Notre travail de recherche a porté sur I’étude des altérations génomiques de la malignité
dans les lymphomes de Burkitt et deux types de tumeurs solides, les carcinomes adénoides

kystiques des glandes salivaires et les adénocarcinomes pulmonaire du non fumeur.
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Partie 2 : Cytogénomique des lymphomes de Burkitt
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Introduction

Environ 5% des cancers chez I’homme et plus de 70% des hémopathies malignes
impliquent le systéme lymphoide, avec une atteinte prédominante de la lignée lymphoide B.
Ce dernier groupe comprend : les proliférations immatures (leucémie lymphoblatique), les
lymphoproliférations matures (lymphomes non Hodgkin, LNH) et le myélome multiple.
Presque 95% des LNH sont d’origine B [Fisher et al., 2004].

Les lymphomes de Burkitt (LB) sont un sous groupe des LNH [Jaffe et al., 2008].
Décris pour la premiere fois par Denis Burkitt en 1958, le LB se présente sous 3 formes
épidémiologiques distinctes : la forme endémique représente la majeure partie des tumeurs
pédiatriques dans I’ Afrique tropicale et la nouvelle Guinée. La forme sporadique représente
12 2% des lymphomes de 1’adulte en Europe et aux Etats-Unis. Enfin il existe une forme
associée a l’infection par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH). Le LB est un
modele de tumeurs associées a un virus. En effet, dans sa forme endémique le LB est
associée a I’infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV), puisque 98% des ces tumeurs sont
porteuses du génome viral. En revanche, 5 a 10% des tumeurs sporadiques sont positives
pour ’EBV. La forme associée au VIH présente un taux intermédiaire, 30-40%, d’infection
par ’EBV [Bornkamm, 2009].

Le trait commun tous les variants de LB est la dérégulation de I’expression de MYC.
En 1982, il a été démontré que dans les cellules de LB le locus MYC est juxtaposée au gene
des chaines lourdes de immunoglobulines (IGH), sur le 14q32 ou moins fréquemment au
gene des chaines 1égeres de type k en 2p12 (IGk) ou de type A en 22q11 (IGA).

Le role potentiellement oncogene de la dérégulation de MYC a été démontré dans les
cellules hématopoiétiques au milieu des années 80. Les souris transgéniques exprimant
MYC sous le controle d’un enhancer d’IG développent des lymphomes B aprés une période
de latence de 4-6 mois [Adams et al, 1985]. Cet événement est nécessaire pour expliquer la
survenue d’un LB mais il n’est pas suffisant. En effet, la pathogénie du LB est loin d’étre
¢lucidé, puisque la présence d’anomalies chromosomiques additionnelles dans les
caryotypes des LB constitue un facteur de mauvais pronostic dans I’évolution de cette
maladie. Ces remaniements surviennent dans 70% des cas de LB pédiatrique et sont détectés
par la cytogénétique conventionnelle [Heerema et al., 2005]. Cette derniére joue un role
fondamental dans le diagnostic et le suivi du LB, néanmoins elle offre une résolution
spatiale relativement faible. Comme ces aberrations sont dans la majorit¢ des cas

déséquilibrées, elles se prétent bien a une analyse par la CGH array. Nous avons entrepris
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I’étude de 12 tumeurs primaires et 15 lignées cellulaires de lymphome de Burkitt (LB) par

CGH array pan-génomique de 44K et 244K respectivement.

107



I. Hématopoiése et différenciation lymphoide B physiologique
1. Hématopoiése

L hématopoiese est le processus de formation de toutes les cellules sanguines a partir
de la cellule souche hématopoiétique (CSH). Chez ’homme, elle se déroule dans le foie
pendant la vie feetale, puis dans la moelle osseuse apres la naissance.

Elle se fait selon un modé¢le hiérarchique ou progressivement la CSH perd ses
capacités d’autornouvellement et de pluripotence, s’engage alors graduellement dans la
différenciation en donnant des progéniteurs hématopoiétiques multipotents (MPP). Ces MPP
ayant un potentiel de différenciation restreint, donnent naissance a deux progéniteurs
oligopotents, un progéniteur lymphoide commun (CLP) et un progéniteur myéloide commun
(CMP) [Chao et al., 2008]. A leur tour , les CMP et CLP donnent naissance aux cellules
effectrices du sang.

Il existe plusieurs schémas d’hématopoiese (Figure 30). Ces modeles basés sur des
études expérimentales in vivo et in vitro, laissent suggérer qu'un méme progéniteur
hématopoiétique peut incarner plusieurs potentialités de différenciation. [Ceredig et al.,

2009; Dulatov et al., 2010].

1.1. Cellule souche hématopoiétique

Le concept de la CSH, a été proposé par Till et McCulloch [1961]. Les cellules
hématopoiétiques injectées a des souris irradiées génerent des colonies spléniques. La CSH
murine se définie : KIT+Lin- (absence de marqueur de surface des lignées engagées) SCA1+
("Stem-Cell Antigen"), appelée ainsi fraction KLS [Kondo, 2010]. Chez ’homme, la CSH
est : Lin-CD34+CD38- [Dulatov et al., 2010]. Selon qu’elles ont une capacité d’auto
renouvellement de longue durée ou au contraire limitée dans le temps le compartiment KLS,
dans des conditions d’homéostasie, se subdivise : en long-term (LT)-HSCs et short-term

(ST)-HSCs respectivement [Kondo, 2010].
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Figure 30 : Les différents modéles de I’hématopoiése

HSC : cellule souche hématopoiétique; MMP: progéniteur multipotent; LMPP: progéniteur multipotent
prolymphoide; CLP: progéniteur lymphoide commun; CMP : progéniteur myéloide commun; ELP:
progéniteur lymphoide précoce; GMP: progéniteur granulo-macrophagique; MBP: progéniteur myéloide-
lymphoide B; MEP: progéniteur my¢loide-érythroide; MTP: progéniteur myéloide-lymphoide T; NK cell :
cellule natural killer. D’apres [Ceredig et al., 2009].

1.2. Régulation de I’hématopoiése
a. Micro environnement médullaire

Le micro environnement médullaire, historiquement appelé niche hématopoiétique, est
une structure tridimensionnelle qui  héberge et régule, au moins en partie, 1’auto
renouvellement et la différenciation de la CSH [Wilson et al., 2007]. Bien que cela ne soit
pas clairement établi, les études suggerent que les CSH résident dans 2 types de
compartiments médullaires [Wilson et al., 2007; Kondo, 2010] (Figure 31).

Le premier: c’est I’endoste, ou niche endostale, qui correspond a la face interne des
espaces inter trabéculaires de 1’os compact. Il comprend des ostéoblastes spécialisés, des
ostéoclastes et des fibroblastes. Il contient également des cellules réticulaires qui
constitutivement sécrétent des cytokines telle la chémokine CXCL12 (cellules CAR),
laquelle protéine a un rdle dans la mobilisation et le homing des CSH. Dans cette niche, les
CSH sont en contact étroit avec les ostéoblastes qui ont un rdle crucial dans 1’auto
renouvellement des CSH. En effet, une activation du récepteur de la Parathormone exprimé
a la surface des ostéoblastes induit une augmentation du nombre des CSH via la voie Notch

[Calvi et al., 2003; Adams, et al., 2007].
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Le second, c’est le sinusoide central qui est un capillaire fenétré, niche vasculaire, ou
les CSH jouxtent les cellules CAR qui sont adjacentes aux sinusoides médullaires [Wilson et
al., 2007].

Il est probable que la niche endostale soit le compartiment des CSH quiescentes Lin-
Scal+Kit+CD34-, tandis que la niche vasculaire abrite les CSH activées CD34+ [Wilson et
al., 2007].

CAR cell Vascular
Niche.

Endosteal

Figure 31 : Modéles des niches hématopoiétiques. Les
CSH quiescentes (« dormantes ») sont au contact étroit
avec les ostéoblastes qui forment en partie la niche
I’endostale. Les CSH activées (en division) jouxtent les
cellules CAR (CXCl12-abundant reticular) qui sont
adjacentes aux sinusoides médullaires. Ces CSH
activées donnent les MPP et les autres progéniteurs.
ECM: matrice extracellulaire. D’aprés [Wilson et al.,
2007].

b. Facteurs de croissance et cytokines

Ces molécules: sont les déterminants extrinseques de 1’hématopoiese. Les facteurs de
croissance comprennent les facteurs stimulant la formation de colonies ou «Colony
Stimulatin Factor» (CSF) et les cytokines qui regroupent les interkeulines (IL), les
interférons (IFN), les chémokines et les hormones (thrombopoiétine, érythropoiétine). Ces
molécules agissent par I’intermédiaire de récepteurs membranaires qui peuvent avoir ou non
une activité tyrosine kinase intrinséque. Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont classés
en 20 classes définis par la structure de leur domaines extra-cellulaire impliqués dans la
reconnaissance du ligand. Plusieurs de ces récepteurs, dont ceux de classe III (FLT3, KIT,
PDGFR A et B) sont associés a des hémopathies malignes. La famille des récepteurs des
cytokines sont des protéines membranaires. Leur domaine cytoplasmique dépourvu d’une

activité catalytique, s’associe a des kinases comme les protéines kinases Janus (JAKSs)
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[Vainchenker et al., 2008]. Quel que soit le type de récepteur, I’association du domaine
extracellulaire du récepteur a son ligand induit une phosphorylation des protéines JAKs.
L’¢étape ultime de cette induction est I’activation des génes intervenant dans la survie, la

prolifération et la différentiation des cellules hématopoiétiques.

c. Facteurs de transcription

Ces facteurs de transcription sont les déterminants intrinseques du phénotype cellulaire
du systétme hématopoiétique [Orkin, 2000]. Ils interviennent, tot au cours de
I’embryogenese, dans la formation de la CSH, et dans I’hématopoic¢se au cours de la vie
feetale et a 1’age adulte . Leur mode d’action s’opére dans des complexes protéiques et
interagissant avec la chromatine [Orkin and Zon, 2008]. Au cours de la différenciation des
lignées hématopoictiques, ces facteurs de transcription (Figure 32) agissent a des
concentrations finement régulées et a des phases bien précises du cycle cellulaire.

Parmi les facteurs de transcription qui interviennent dans la formation ou la fonction
des CSH, il y a MLL ("Mixed Lineage-Leukemia"), RUNX1, TEL/ETV6, SCL/tall et
LMO2 [Orkin and Zon 2008]. Ces facteurs ne sont pas restreints aux CSH, mais
interviennent ultérieurement dans I’hématopoicse. Le profil d’expression de certains facteurs
de transcription semble étre restreint a certaines lignées hématopoiétiques. Ainsi, une sur-
expression du facteur GATA-1 est observée dans le progéniteur mégacaryocyte-érythrocyte
[Kim and Bresnick, 2007], en revanche, la protéine C/EBPa, facteur my¢loide, est détectée
dans le progéniteur granulocyte-myéloide [Dahl et al., 2003]. Cette corrélation entre le
phénotype du progéniteur et le profil d’expression des facteurs de transcription s’estompe
dans les stades les plus précoces de 1’hématopoiése. Ainsi, les MPP, voire méme la CSH
expriment, quoique a des taux faibles, des marqueurs de lignées différentes. Ce phénomene
est appelé 1’amorcage de lignage [Orkin, 2003]. Ce processus apparait comme un outil
efficace permettant a la chromatine de se maintenir dans une configuration permissive a
I’engagement dans une voie de différenciation donnée. La répression transitoire des autres
voies alternatives de différenciation, suivie d’une extinction permanente, permet de
préserver la plasticité inhérente du progéniteur multipotent [Orkin and Zon, 2008]. Ce
processus d’amorcage de lignage suggere que le destin de ces progéniteurs immatures n’est
pas d’emblée scellé et que I’engagement d’une lignée dans une voie de différenciation
donnée apparait comme un processus dynamique au cours duquel les autres voies
alternatives de différenciation sont éteintes plutot qu’un processus dans lequel un nouveau

programme est imposé a une cellule «inerte».
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Les mécanismes d’action des principaux facteurs de transcription sont contexte
dépendant [Orkin, 2000]. Les facteurs clés, pour la différenciation d’une lignée donnée, sont
dotés d’une activité complémentaire qui va dans le sens de promouvoir la différenciation de
leur propre lignée, et simultanément vont agir a 1’encontre des autres facteurs favorisants la
différenciation des autres voies [Orkin and Zon, 2008]. Par exemple, GATA-1 et PU.1,
semblent étre des facteurs clés dans la différenciation des progéniteurs mégacaryocyte-
erythrocyte et myéloide respectivement. Ces 2 protéines ont des actions antagonistes. En
effet, in vivo I’inhibition d’expression de GATA-1 oriente la différenciation des progéniteurs
hématopoiétiques vers la lignée myéloide et le phénomene inverse s’observe lorsqu’on
inhibe I’expression de PU.1 [Rhodes et al., 2005].

Ces facteurs de transcription interagissent physiquement en formant des complexes
protéiques. Cet ensemble de facteurs forme un réseau synchronisé qui agit selon un axe
temporel et dans un contexte bien déterminé. La leucémie apparait comme la conséquence
d’un dysfonctionnement des points vulnérables de ce réseau protéique plutdt que d’une

activité non spécifique de ces protéines [Orkin and Zon, 2008].
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d. microRNAs et hématopoiése

Plusieurs travaux expérimentaux ont mis en évidence le réle des miRNA au cours de
I’hématopoiese [Chen et al., 2004 ; Havelange and Garzon, 2010; Vasilatou et al., 2009].
Les délétions du géne codant pour le Dicer chez la souris sont a 1’origine d’un déces précoce
au stade embryonnaire associ¢ a un déficit en cellules souches multipotentes [Bernstein et
al., 2003]. La dé¢létion du geéne Dicer au cours des stades précoces du développement des
lymphocytes B entraine un blocage de maturation au stade pro-B de ces cellules et une
altération du répertoire des anticorps [Koralov et al., 2008].

Des études expérimentales réalisées chez la souris et ’homme ont montré que certains
miRNA présentent une expression différentielle selon le type de tissu hématopoiétique. Par
exemple, chez la souris, une sur-expression de mir-181 est retrouvée dans les lymphocytes B
matures et le thymus, par contre, les progéniteurs indifférenciés présentent un taux faible de
ce miR [Chen and Lodish, 2005]. Pour un méme miRNA, le niveau d’expression est
variable selon le stade de différenciation d’un progéniteur. Ainsi, une sur-expression de
miR-17-92 est retrouvée dans les précurseurs des lymphocytes B et T, en revanche, passé le
stade de maturation, ce miR est faiblement transcrit [Havelange and Garzon, 2010]. Au
cours de I’hématopoicse, la délétion du miR-17-92 induit un arrét de développement des
lymphocytes B au stade pro-B. Ce blocage de maturation est secondaire a une sur-expression
du facteur de transcription pro-apoptotique Bim [Ventura et al., 2008]. Le miR-150 est
essentiellement exprimé dans les tissus lymphoides. Les souris déficientes pour miR-150
présente une expansion du répertoire des lymphocytes B1 [Xiao et al., 2007]. Cet effet est du
au moins en parti a une surexpression de MYB qui est une cible de miR-150. Il en découle
que les miRNA ont un role crucial qui s’exerce tout au long de I’hématopoiése (Figure 33).
Cette fonction passe, au moins en partie, par la régulation de I’expression des genes cibles.
L’altération de ce mécanisme de controle se traduit par la survenue d’hémopathies malignes

[Garzon et al., 2009 ; Yendamuri and Calin 2009].
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2009].

2. Lymphopoiese B

Il s’agit d’un processus continu qui a pour finalité¢ la production de lymphocytes B,
¢lément clé de I'immunité adaptative. Sous I’impulsion de stimulus extrinseques [Nutt and
Kee, 2007], les progéniteurs hématopoiétiques vont subir une cascade de différenciation
cordonnée par un réseau harmonieux de facteurs de transcription et de régulateurs épi-
génétiques [Mathias and Rolink, 2005; Zandi et al., 2010]. L’objectif ultime de cette
différenciation est la production de lymphocytes B présentant une /G fonctionnelle capable,
non seulement de distinguer le soi du non soi, mais aussi de reconnaitre un antigene
spécifique.

Cette lymphopoiése B se déroule dans 2 compartiments : la moelle osseuse et les
organes lymphoides secondaires (exemple : amygdale, ganglions et rate). La lymphopoiése
médullaire est antigéne-indépendante, alors que la lymphopoiése B périphérique est
antigene-dépendante. Dans la moelle osseuse, les génes des /G subissent la recombinaison

somatique V(D)J, et I’hypermutation somatique et la commutation de classe en périphérie.
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2.1. Lymphopoiése B médullaire

Chez I’adulte la CSH va se différencier progressivement pour donner les progéniteurs
multipotents ("multipotent progenitor"”, MPP). Ces derniers sont caractérisés par la perte de
la capacité d’auto renouvellement et I’acquisition de I’expression de la tyrosine kinase FLT3
[Adolfsson et al, 2005]. A son tour, le MMP génére les progéniteurs lymphoides

”

multipotents ("early lymphoid progenitor cells ”, ELP) L’amorcage du développement vers
la lignée lymphoide va se faire d’une maniere graduelle et incrimine un réseau de facteurs de
transcription [Zandi et al., 2010]. L’action synergique des protéines Pu.l ("Purine box factor
1") et Ikaros, induisent I’expression des composants de la voie de signalisation impliquant
I’IL-7 et FIt3 qui sont nécessaires pour la genese des cellules pro-B [Dekoter et al., 2002;
Yoshida et al., 2006]. Les progéniteurs ELP n’expriment pas le récepteur o a I’'IL7, mais ils
progressent pour donner naissance aux progéniteurs lymphoides communs ("common
lymphoid progenitor”, CLP), lesquels sur-expriment I’IL-7Ra [Hardy et al ;, 2007]. Cette
signalisation agit en concert avec des facteurs de transcription [Zandi et al, 2010]. La genése
des premiers progéniteurs B reposent sur les protéines E2A et EBF1 qui agissent d’une
manicre cordonnée pour activer, d’une part la transcription des geénes spécifiques de la
lignée B, et d’autre part le réarrangement des chaines lourdes des /G [Lin and Grosschedl,
1995]. A son tour, la protéine EBF1 active Pax5 qui a un role essentiel dans la
différenciation terminale et le maintien de I’identité normale de la lignée B [Cobaleda et al.,
2007]. La survie et la prolifération des précurseurs pro-B sont contrélées par les 2 facteurs
de transcription LEF1 et SOX4 [Reya et al., 2000; Schilham et al., 1996]. Enfin IRF4 et
IRF8 semblent promouvoir le réarrangement des génes des chaines 1égeres [Lu et al., 2003].
Au stade des ELP, il y a une initiation d’expression des genes RAGI et RAG?2 [Igarashi
et al., 2002]. A partir du compartiment des CLP, une population de cellules: pré-pro-B,
nommeée fraction A, va exprimer des marqueurs de surface de type B: CD45R (B220) et
CD43 [Li et al., 1996]. Ces derniers vont se différencier pour donner les cellules pro-B ou
fraction B qui expriment le CD19, traduisant 1’engagement vers la lignée B, et débutent le
réarrangement des segments Dy-Jy [Hardy et al., 1991; Li et al., 1996] (Figure 34). Au stade
des grandes cellules pré-BIl, une recombinaison productive Vy-DJy se traduit par

I’expression d’une Igp membranaire qui avec les chaines légeres VpreB et A5 et les

molécules Iga et IgP constituent le récepteur pré-B de surface ("B cell receptor”, pré-BCR).
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A ce stade les cellules cessent d’exprimer les génes RAGI et RAG2. Une signalisation via le
pré-BCR va promouvoir un arrét de la recombinaison au locus homologue et une exclusion
allélique, stimuler I’expansion cellulaire et induire la différenciation des cellules vers le
stade petite cellule pré-B II. A ce stade les cellules réexpriment de nouveau les génes RAG/
et RAG2 et débutent le réarrangement des génes des chaines l1égeres (IGL) [Meffre et al.,
2000]. Le réarrangement des geénes IGL débute au niveau du locus IGx. Si le réarrangement
des génes IGk n’est pas fonctionnel, les génes IGA se réarrangent. De la transcription des
génes IGA fonctionnellement réarrangés en présence des transcrits pour les genes IGH

résultera I’expression, a la surface de la membrane cellulaire, de molécules IGH/A.
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Figure 34 : Lymphopoiése B médullaire. Les ¢tapes de la
lymphopoiése sont représentées sur ce schéma. Les fléches
en pointillé indiquent des voies non encore établies.
Légende: PHSC : pluripotent hematopoietic stem cell;
MMP: multipotent progenitor; ELP early lymphoid
progenitor; CLP: common lymphoid progenitor; DC:
dendritic cell; ETP early T cell progenitor. D’aprés [Mathias
and Rolink, 2005].

Les B immatures exprimant un BCR fonctionnel a leur surface vont subir 1’épreuve de
I’autoréactivité. Les B autoréactifs peuvent étre soit récupérés grice un second
réarrangement V(D)J des genes IG, c’est [’editing de récepteur [Kiippers et al., 1999 ;
Nussenzweig, 1998], soit €liminés ou inactivés par apoptose ou anergie respectivement. Les
B immatures présentant une IgM et IgD a leur surface et sélectionnés positivement vont

quitter la moelle osseuse et passer dans le sang périphérique.
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2.2. Lymphopoiése B périphérique

Les B naifs circulants I[gM+,IgD+ sont de petits lymphocytes souvent CD5+ vont
passer dans les organes lymphoides secondaires ou ils se différencient tout le long d’un
processus multiétapes. Ils peuvent éventuellement devenir des lymphocytes B matures,
lesquels sont répertoriés en 2 catégories : les B folliculaires et les B de la zone marginale
(ZM) [Matthias and Rolink, 2005]. Ces 2 types de cellules ont des sites anatomiques
différents et des propriétés distinctes (Figure 35).

a. B folliculaires

Les B folliculaires, une fois devenus matures et atteignent la capacité de circuler dans la
rate (et la moelle osseuse elle méme), migrent d’une maniére répétée a travers le sang et
les zones B-dépendante des ganglions, des plaques de Peyer et la pulpe blanche de la rate.
Ces sites anatomiques représentent le siege de prédilection de la réponse immunitaire T-
dépendante. Au cours de cette réponse , le centre germinatif (CG) est formé par la
prolifération de lymphocytes B dans les follicules de ces structures lymphoides
périphériques. Les B naifs gagnent tout d’abord des aires riches en lymphocytes T (zones
T) des tissus lymphoides guidés par la surexpression de récepteurs de chémokines
spécifiques présentés par les cellules dendritiques en réponse a la rencontre de 1’antigéne.
Dans ces zones T, les lymphocytes s’activent en réponse a leur interaction avec les
lymphocytes T CD4+ et les cellules présentatrices d’antigénes [Maclennan, 1994].
L’initiation de la formation du CG nécessite I’interaction des CD40 et CD154 exprimés
par les lymphocytes B et T CD4+ respectivement. Les B ainsi activés peuvent suivre
différentes voies. Certains migrent dans des zones extrafolliculaires ou ils vont proliférer
et se différencier en plasmocytes sécréteurs d’anticorps a durée vie limitée. D’autres
donnent des B précurseurs du CG qui gagnent les follicules primaires. Ces structures
formées par des B IgM+IgD+ sont logées entre les mailles d’un réseau formé par les
prolongements des cellules folliculaires dendritiques (CFD). A ce niveau, les B
commencent a proliférer rapidement et refoulent les B IgM+IgD+ en périphérie pour
former la zone du manteau (Figure 35) autour du CG, produisant ainsi le follicule

secondaire.
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Au décours de quelques jours d’une prolifération vigoureuse I’architecture du CG
devient apparente: une zone sombre constituée exclusivement de lymphocytes B en
prolifération étroitement agglomérés, appelés centroblastes, et une zone claire formée de
petites cellules B non proliférant, centrocytes, logées entre les mailles du réseau formé
par les CFD, lymphocytes T et macrophages. Les centroblastes vont diversifier les génes
IGV des chaines Ilégére et lourde par I’hypermutation somatique ("Somatic
Hypermutation ", SHM) et les cellules exprimant un nouveau récepteur ayant une haute
affinité pour un antigéne spécifique seront sélectionnées et passeront dans la zone claire.
Certains centrocytes se différencient éventuellement pour donner des B mémoires ou des
plasmocytes. Le CG atteint sa taille maximale au bout de 2 semaines, puis il régresse

lentement pour disparaitre au bout de quelques semaines.
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Cellules B et zone sombre du CG

Les centroblastes ont un taux de multiplication extrémement rapide ; leur cycle
cellulaire varie de 6 a 12 heures [Maclennan, 1994 ; Allen et al., 2007]. Ce taux de
multiplication €levé est requis pour la genese, dans un intervalle de temps trés court, d’un
répertoire large d’IG modifiés a partir du quel seront sélectionnés quelques lymphocytes B
ayant un BCR hautement spécifique d’un antigéne donnée. En effet, le profil d’expression a
permis de démontrer que la différenciation d’un lymphocytes B activé en un centroblaste
s’accompagne d’une surexpression des geénes inducteurs de prolifération cellulaire et d’une
répression des génes qui inhibent la multiplication cellulaire comme P2/ [Klein et al., 2003 ;
Shaffer et al., 2001]. En revanche, la physiologie d’un centroblaste différe remarquablement
des autres cellules en division de 1’organisme. Notablement, la détection et la réparation des
dommages de I’ADN sont spécifiquement supprimées dans les centroblastes [Phan and
Dalla-Favera, 2004]. De plus, les centroblastes expriment la té¢lomérase [Hu et al., 1997],
ainsi I’expansion clonale vigoureuse des précurseurs B du CG ne doit pas aboutir a une perte
du potentiel réplicatif qui peut étre la conséquence directe d’un raccourcissement des

télomeres.

Le programme transcriptionnel spécifique des centroblaste est encore mal connu. La
délétion/ mutation germinale de facteurs de transcription peuvent compromettre le
développement du CG. Le gene BCL6 semble jouer un role clé dans le développement des

centroblastes (pour revue [Basso and Dalla-Favera, 2010 ]).

Cellules B et zone claire du CG

La zone claire du CG est le siege de 3 processus de la lymphopoiese B : sélection des
B produisant des anticorps de grande affinité, processus de commutation de classe (" Class-
Switch Recombination”, CSR) et D’initiation de la différenciation des centrocytes en
plasmocytes ou B mémoires. Comparés aux centroblastes, les centrocytes sont tres
hétérogeénes, ceci est peut étre lié au fait que ces cellules vont subir plusieurs voies de
développement. Les centrocytes peuvent retourner en arrieére et donner des centroblastes, ou
se différencier en B post-CG, c’est a dire B mémoires ou en plasomcytes. Les études
moléculaires de la réponse immune T-dépendante ont révélé I’impact des mécanismes de
sélection dans le CG dans la genese des anticorps de grande affinit¢ [Blink et al., 2005 ;

Shih et al., 2002]. Un centroblaste exprimant un nouveau BCR doit subir 1’épreuve de
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reconnaissance et de fixation de I’antigéne. Il semble que cette épreuve se déroule dans la
zone claire du CG et soit assurée par des cellules spécifiques hébergées par ce site. La
fixation de 1’antigéne par le BCR couplée a la co-stimulation d’autres récepteurs B par les T
du CG fournit des signaux de survie a la cellule B. A I’inverse, I’absence de reconnaissance
de I’antigene par le BCR induit un signal d’apoptose de la cellule B. En effet, la présence de
macrophages qui ont phagocytés un grand nombre de précurseur B du CG qui étaient
récemment en cycle (aspect de corps "tingible”) suggere que la plupart meurent durant cette
¢tape de sélection. Il a été suggéré que la différenciation des B du CG en plasmocytes est
menée par 1’acquisition d’'un BCR ayant une grande affinité Phan et al., 2006]. Pour les B

mémoires, leur processus de différenciation semble étre stochastique [Blink et al., 2005].

b. B de la zone marginale

La majeure partie de ces cellules B si¢gent dans la zone marginale (ZM) de la rate.
Chez I’homme la ZM splénique est une niche unique ou des cellules B réside et déclenchent
une réponse immunitaire T-indépendante. Dans ce compartiment, le programme de
maturation des lymphocytes et le réarrangement des génes des IG sont différents de ceux du

CG (pour revue [Weill et al., 2009]).

2.3. réarrangement somatique et mutations des genes des immunoglobulines

Une protéine d’IG est formée par 2 chaines lourdes : IGH, codées par un locus
localisé en 14q32, et 2 chaines légeres IGL qui peuvent étre soit de type IGk (2p12), soit de
type de IGL (22ql1) (Figure 36). Le locus /GH est composé de plusieurs régions: V
(variable), J (jonction), D (diversité) et C (constante). Le locus /GL est formé de plusieurs
segments : V, J et C (Figure 36). Les lymphocytes B utilisent plusieurs formes d’instabilité
génomique physiologique dans I’optique de former un large répertoire diversifi¢ d’IG. La
recombinaison somatique V(D)J permet I’assemblage des segments des geénes V (Figure 36)
des locus d’IG au cours du développement lymphoide et de la réponse immune. Les locus
d’1G également subissent la commutation de classe isotypique et I’hypermutation somatique

en réponse a une stimulation antigénique.
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Figure 36 : Organisation des génes des immunoglobulines. Une IG
est formée par 2 chaines lourdes (IGH) et 2 chaines légeres (IGL). Le
locus /GH est formé par plusieurs segments géniques V (variable), D
(diversité) J (jonction) et C (constante). Le locus /GL est organisé de la
méme facon que le géne /GH a I’exception des segments D qui sont
absents des locus /GL. D’apres [Kiippers et al., 1999].

a. Recombinaison somatique V(D)J

Ce processus se déroule au cours de la lymphopoiése B médullaire. Sur le plan
moléculaire la recombinaison V(D)J implique une cassure d’ADN double brin initiée par les
enzymes RAGI1 et RAG2 et résolue par ligature des extrémités non homologues ("non-

homologous end-joining”, NHEJ) [Gellert, 2002].

Dans la moelle osseuse, au cours de leur développement les précurseurs B vont
former a partir d’un groupe d’exons intacts la partie V des IG en recombinant des segments
individuels de génes. Pour le locus IGH, la partie variable résulte de I’assemblage des exons
des segments de génes V, D et J, alors que la partie variable des locus IGk et IGA est
composée des exons V et J [Gellert, 2002 ; Rajewsky, 1996] (Figure 36). Ces
réarrangements géniques se déroulent d’une maniere séquentielle selon un processus appelé
la recombinaison V(D)J (Figure 37). Tout d’abord, un segment Dy est assemblé avec un
segment Jy. Ensuite un segment Vy est ajouté a la combinaison DylJy. Cette recombinaison
V(D)J peut aboutir soit un cadre de lecture ouvert avec syntheése de la chaine V, et la
cellule peut alors amorcer le réarrangement de la partie V du locus IGL, soit donner un
réarrangement non fonctionnel. Dans ce dernier cas, un eme réarrangement V(D)J est tenté

sur 1’allele homologue d’IGH.
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La recombinaison V(D)J est initiée par 2 endonucléases spécifiquement exprimés
dans les lymphocytes RAG1 et RAG2 [Matthews and Oettinger, 2009 ; Zhang et al., 2011].
Ce complexe enzymatique va couper au niveau d’une séquence signal spécifique de
recombinaison (RSS) qui flanque les séquences codantes des segments de génes V, D et J
[Lieber and Raghavan, 2006] (Figure 37). Chaque RSS est composée de 2 séquences
conservées heptameéres nonameéres séparées par un intercaler de 12 ou 23 bp. RAGI et
RAG2 coupent d’une manicre précise entre la séquence RSS et une séquence codante de 2
segments géniques réarrangés, générant 2 bouts en "épingle a cheveux” au niveau de la
séquence codante (extrémité codante) et une extrémité franche au niveau RSS (séquence
signale) (Figure 37). Les extrémités franches des 2 séquences RSS seront jointes, libérant
ainsi la séquence interposée entre 2 segments géniques réarrangés sous forme d’ADN
circulaire. La structure en "épingle a cheveux” des extrémités codantes sera reouverte, par
une nucléase artemis, et les 2 bouts seront joints. A cours de cette réaction, des nucléotides
peuvent étre supprimés des extrémités codantes par une digestion exonucléotidique et des
nucléotides ("N sequences™) peuvent étre rajoutés, d’une maniére aléatoire, a ces extrémités
par une déoxynucléotidyl terminale transférase ("ferminal nucleotidyltransferase”, TdT),
augmentant ainsi la diversité des segments géniques V. Cette phase de réaction est catalysée
par, en plus des protéines RAG, des enzymes impliquées dans la réparation des cassures
d’ADN double brin par NHEJ, comprenant DNA-PK (formée par une sous unité catalytique
associée aux protéines Ku70 et Ku80), ’ADN ligase IV, XRCC4 et XLF [ Lieber and
Raghavan, 2006].
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Le processus de recombinaison V(D)J est strictement régulé a différents niveaux. La
recombinaison V(D)J est spécifique des lignées lymphoides. Ce réarrangement survient a
des stades précis du développement lymphoide : pro-B, pro-T, pré-B et pré-T. Ce processus
peut survenir a des stades tardifs du développement des lymphocytes B et T, lors du
phénomene d’editing du récepetur [Wang et al, 2009]. La recombinaison V(D)J est
coordonnée dans le temps : le réarrangement D-J précede celui du V-DJ et est restreint a la
phase GO-G1 du cycle cellulaire [Li et al, 1996 ]. Enfin la recombinaison obé¢it au principe
de I’exclusion allélique, dans lequel un réarrangement productif sur un alléle prévient le
réarrangement sur 1’allele homologue. Elle est soumise également au principe de I’exclusion
isotypique des locus des chaines légeres, dans lequel un réarrangement productif d’1Gk
prévient un réarrangement sur le locus IGA et vice versa. Récemment, il a été proposé que la

recombinaison V(D)J se déroule dans un compartiment nucléaire bien déterminé, appelé
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foyer de recombinaison V(D)J, et que plusieurs facteurs interviennent dans la régulation de

ce processus (pour revue [Mattews and Oettinger, 2009]).

b. Commutation de classe isotypique

Une fraction des B du CG va subir la commutation de classe ("class switch
recombination”, CSR). 1l s’agit d’un mécanisme de recombinaison somatique irréversible
permettant aux cellules B de changer 1’expression de leur IG de la classe IgM et IgD a une
autre classe ayant des fonctions effectrices distinctes (Figure 38). Au cours de la
commutation de classe, les génes des parties constantes Cu et CO sont remplacés par les
génes des Cy, Ca ou Ce. La CSR requiert I’expression de I’AID ("Activation-Induced
cytidine Deaminase”, AID) [Muramatsu et al., 2000] et des domaines distincts de la
protéine AID semblent étre fonctionnellement nécessaires pour la CSR ou la SHM [Barreto
et al., 2003 ]. Au cours de la commutation de classe, des cassures d’ADN sont introduites
dans séquences switch (sp) et des régions switch associées a la Cy. Le fragment d’ADN
entre les 2 séquences switch est éliminé et les 2 bouts des fragments d’ADN seront joints. I1
a été établi que la réparation des cassures d’ADN fait appel au mécanisme NHEJ [Rooney et
al., 2004], néanmoins le mécanisme par lequel les régions switch recombinent reste inconnu.
Alors que le réarrangement V(D)J intéresse un seul alléle du locus IGH, la commutation de

classe survient sur les 2 alléles d’IGH [Irsch et al., 1994].

Figure 38: Commutation de classe isotypique des génes des
immunoglobulines (une commutation IgA est schématisée).
L’AID introduit des cassures double brins dans des séquences switch
S. Les cassures d’ADN sont par la suite réparées selon le mode de
NHE]J. Le segment d’ADN coupé est ¢liminé sous forme d’épisome
circulaire. D’aprés [Kiippers and Dalla-Favera, 2001].
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c.Hypermutation somatique

Les centroblastes dans la zone sombre du CG subissent le processus de SHM au
niveau des genes V des IG en réponse a une stimulation antigénique [Berek et al., 1991]. Le
CG est le site principal mais non exclusif dans lequel se déroule le SHM [William et al.,
2002]. Le processus de SHM introduit un changement d’un seul nucléotide au niveau des
génes V réarrangés des IGH et IGL a un taux de 10 par pb et par génération [Wagner and
Neuberger, 1996]. Le SHM est associ¢ aux cassures de I’ADN [Bross et al, 2000 | et
requiert ’activité de I’ AID [Muramatsu et al., 2000]. Cette enzyme déclenche directement
ce processus par une désamination des cytosines en uraciles au locus des IG [Ramiro et al.,
2003]. L’action de I’AID ne suffit pas a expliquer a elle seule la mutagenese des genes des
IG [Reynaud et al., 2003]. Trois autres facteurs principaux ont été décrits comme participant
au processus de SHM : 'uracile glycosylase (UNG), les protéines MSH2/MSH®6 et les ADN

polymérases translésionnelles [Liu and Schatz, 2009].

2.4. Cellules précurseurs des LNH B

A I’exception de rares cas des lymphomes lymphoblastique et du manteau, tous les
cellules des autres LNH B présentent des mutations somatiques des genes V des IG,
démontrant ainsi que ces cellules tumorales dérivent de lymphocytes B du CG [Kiippers et
al., 1999]. De plus, le génome de ces groupes de LNH B montrent 2 principales anomalies
génétiques, des translocations chromosomiques et une altération du processus de SHM,
soulignant un dysfonctionnement des processus de réarrangement des genes 1G [Kiippers
and Dalla-Favera, 2001]. Les translocations chromosomiques associées aux LNH B dérivant
du CG fréquemment impliquent le locus des IG, avec un point de cassure dans soit la
séquence switch, S, soit dans la région cible de SHM [Kiippers and Dalla-Favera, 2001 ;
Kiippers, 2005]. Le role critique de I’AID dans I’initiation des processus SHM et CSR,
laisse suggérer que cette enzyme peut contribuer a la genése des translocations associées aux
LNH du CG. Les souris surexprimant I’ AID présentent une instabilité chromosomique et des
translocations chromosomiques associées aux lymphomes [Robbiani et al., 2009]. Il a été
démontré que I’AID est requise pour la formation des translocations t(MYC;IGH) dans les
lymphocytes B induites pour subir le CSR ainsi que dans le plasmocytome murin induit par

I’IL6 [Ramiro et al., 2004]. En revanche, le géne codant pour I’AID n’est pas muté dans ces

125



LNH B suggérant que le dysfonctionnement des processus de SHM et CSR au cours de la
lymphomagenése ne peut étre directement associ¢ a I’AID, mais possiblement 1i¢ a une
altération des mécanismes ciblant son activité sur le génome [Pasqualucci et al., 2001]. Il en
découle que la majorité des LNH dérivent du CG, y compris les LB, et que les translocations
y associées surviennent lors des processus de SHM et CSR. Une exception faite pour les
translocations t(14;18)(q32;g21) associée au lymphome folliculaire et t(8;14)(q24;q32)
associée a un sous groupe de LB endémique, lesquelles translocations sont probablement la
conséquence d’une erreur du processus de la recombinaison V(D)J survenant dans des

lymphocytes B immatures pré-CG [Kiippers et al., 1999].

II. Aspects clinico-épidémiologiques des LB

Le LB, considéré comme une entité pathologique de haut grade de malignité, a été rapporté
pour la premiere fois comme un sarcome de la joue [Coakley, 2006]. La dénomination du
LB a évolué grace aux progreés des techniques immmuno-histo-chimiques, cytogénétiques et
moléculaires. Selon les classifications cette entité a été¢ désignée comme «lymphome
indifférencié» par Rappaport en 1966, « lymphome Burkitt » dans la classification de Kiel
en 1968, « lymphome a petites cellules non clivées de type Burkitt » dans la formulation
internationale a usage clinique en 1981 et lymphome Burkitt dans la classification REAL en
1994. Dans sa derniére classification, 1’organisation mondiale de la santé¢ (OMS) a supprimé
le sous-groupe de LB « atypique » inclus dans la classification de 2001 [Jaffe et al., 2008 ;
Tableau 5].
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Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Haity cell leukemia
Splenic lymphomalleukemia, unclassifiable
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma*
Hairy cell leukemia-variant*
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstrém macroglobulinemia
Heavy chain diseases
Alpha heawy chain disease
Gamma heavy chain disease
Mu heavy chain disease
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated
lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Nodal marginal zone B-cell lymphoma (MZL)
Pediatric type nodal MZL
Follicular lymphoma
Pediatric type follicular lymphoma
Primary cutaneous follicle center lymphoma
Mantle cell lymphoma
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), not otherwise specified
T cell’histiocyte rich large B-cell lymphoma
DLBCL associated with chronic inflammation
Epstein-Barr virus (EBV)* DLBCL of the elderly
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
Primary cutaneous DLBCL, leg type
ALK large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Primary effusion lymphoma
Large B-cell fymphoma arising in HHV8-associated multicentric
Castleman disease
Burkitt lymphoma
B-cell [ymphoma, unclassifiable, with features intermediate
between diffuse large B-cell [ymphoma and Burkitt lymphoma
B-cell ymphoma, unclassifiable, with features intermediate between
diffuse large B-cell lymphoma and classical Hodgkin lymphoma

Tableau 5 : Classification OMS des hémopathies
lymphoides B matures. D’apres [Jaffe, 2009].

Pour la premicere fois le LB a été décrit chez des enfants de 1’ Afrique équatoriale, ou
la tumeur sévit une maniere endémique [Burkitt, 1958]. Par la suite, les 2 autres formes
sporadiques et associées aux états d’immunodéficience ont été rapportées. En dehors des
zones endémiques, le LB représente 40-50% des LNH pédiatriques (Figure 39). Sur le plan
morphologique les formes survenant en dehors de 1’ Afrique et endémique sont similaires. En
revanche dans la forme endémique, la tumeur tend a envahir les os de la face (joue et
maxillaires) et survient chez de jeunes enfants. Dans les formes non endémiques, la tumeur
tend a envahir le tractus digestif, particulierement la jonction iléo-cacale, et également les
reins et ovaires ; en revanche I’envahissement de la face est inhabituelle [Magrath, 1997].
L’envahissement de la moelle osseuse au moment du diagnostic reste rare, mais peut étre
proéminent a des stades tardifs de la maladie [Cairo et al., 2003]. Un faible pourcentage, 1-
2% de patients, peut présenter une maladie disséminée avec un envahissement du sang
périphérique et de la moelle osseuse. Antérieurement dénommée LAL3 selon FAB [Bennett

et al., 1976], n’est plus considérée comme une leucémie mais plutét un LB dans sa phase
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leucémique [Harris et al., 1994]. L’envahissement neuro-méningé se voit dans les formes
disséminées [Cairo et al., 2003]. Le LB est associée a I’infection VIH mais aussi aux autres
¢tats d’immunodéficience [Hecht and Aster, 2000 ; Knowles et al., 1988 ; Van Krieken,
2004].

Children Adults
Unusual or Small noncleaved cell
unclassifiable  Fojlicular | (Burkit)
OLBCL , Lymphoma Lymphoblastic \
' usually T-cell)™, |
ALCL (vsually Tcol)\ | /)}LCL
EEEESS —
\ =
/ Lymphoblastic
Small noncleaved cell  (ygyally T-cell) l\
(Burkitt) Unusual or ,

unclassifiable

i
DLBCL

Figure 39 : Distribution des LNH chez I’adulte et
P’enfant. D’aprés [Sandlund et al., 1996].

Morphologiquement, la tumeur est formée par des cellules de taille moyenne (12p)
avec des noyaux ronds a ovales contenant de multiples nucléoles basophiles plus au moins
proéminents (Figure 40A). Le cytoplasme des cellules est basophile, peu abondant et
présentant souvent des vacuoles lipidiques visualisées plus aisément sur les empreintes
cytologiques (Figure 40B). Les tumeurs ont un haut index mitotique et les coupes
histologiques montrent souvent un aspect de « ciel étoilé » conséquent de la présence de

nombreux macrophages réactionnels a corps "tingibles" (Figure 40C).
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L’immunophénotypage (Figure 41) de la tumeur montre des cellules B matures
exprimant les antigénes de surface CD19, CD20, CD22, CD79a. L’origine centrofolliculaire
de ces cellules tumorales est confirmée par I’expression de CD10 et BCL6. Les cellules
tumorales expriment une IgM de surface avec une restriction pour une chaine légere
[Magrath, 1997 ; Perkins, 2000] et sont BCL2- et TdT-. Le LB est parmi les tumeurs
humaines les plus proliférant, avec un temps de dédoublement de 1’ordre de 12-24 heures .

En immunohistochimie, pres de 100% des cellules tumorales expriment le Ki67 [Frost et al.,

2004 ; Wilson et al., 1987].
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Figure 40 : Aspects morphologiques
des LB. A aspect monomorphe des
cellules tumorales avec une chromatine
vésiculaire et des nucléoles peu
proéminents (grossissement 100). B
aspect cytologique du cytoplasme peu
abondant avec des vacuoles lipidiques.
C Aspect de "ciel étoilé" des cellules
malignes au faible grossissement.
D’apreés [Perkins, 2000].



Figure 41 : Inmunophénotypage des LB. 1 La presque
totalit¢ des cellules malignes expriment le Ki67. 2
Marquage positif pour le BCL6. 3 Marquage positif
membranaire pour le CD20. 4 Les cellules n’expriment
pas le BCL2. D’aprés [Molyneux et al., 2012].

III. Altérations génomiques

1. Anomalie primaire

Le dénominateur commun des 3 formes épidémiologiques de LB est le réarrangement
chromosomique de la région 8q24/MYC. Dans 80% des cas il s’agit t(8;14)(q24;q32) et
dans les autres cas ¢a correspond a une des 2 translocations variantes t(2;8)(p12;q24) et
t(8;22)(q24 ;q11). Ces 3 types de réarrangement, entrainent la juxtapossition de MYC a I’'un
des locus des immunoglobulines : 14q32/IGH, 2p12/IGk et 22q12/IGA.

Les points de cassure sur les régions chromosomiques 8q24 et 14q32 sont différents,
selon qu’il s’agit de LB sporadique ou endémique (Figure 42).

Dans la forme endémique, le point de cassure sur MYC se situe a distance (Jusqu’a
100 kb) de la région 5’ de I’exon 1 [Gutierrrez et al., 1992 ; Joos et al., 1992 ; Pelicci et al.,
1986], et le point de cassure dans le locus /GH/14q32 se situe dans le segment JH.

Dans la forme sporadique et associée a I’infection par le VIH, le point de cassure se
situe entre les exons 1 et 2 de MY(C/8q24 et dans le segment Sp au niveau du locus /GH. Le

point de cassure sur MYC conduit a la perte de I’exon 1 qui contient des séquences non
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transcrites et régulant négativement la transcription du gene. Les séquences codantes de
MYC sont en revanches conservées (Exons 2 et 3), mais sont sous la dépendance d’un
promoteur alternatif situé au niveau de ’intron 1, les promoteurs habituels de MYC (P1 et
P2) n’étant pas classiquement conservés dans les formes sporadiques, a la différence des

formes endémiques [Hecht and Aster, 2000].

Dans les deux formes, peuvent exister des mutations dans 1’exon 2, responsables de
stabilisation de la protéine MYC. La mutation de la thréonine 58, classique dans le LB,
diminue la dégradation de cette protéine [Bahram et al., 2000].

Dans les deux translocations variantes, les points de cassure sont situés en 5’ du
segment C des locus 1Gk/2pl12 et IGAM22ql1. Sur MYC, le point de cassure se situe une
distance variable en 3’ de celui-ci. Dans la t(8;14), MYC migre dans le locus IGH par
contre dans les t(2;8) et t(8;22), ces les 2 geénes 1Gk et IGA qui migrent dans le locus de
MYC.

Dans le LB, les 3 translocations chromosomiques sont responsables d’une dérégulation
de I’expression de MYC, en juxtaposant la région codante de MYC a des régions enhancers
des genes /G. Ceci a pour conséquence un dysfonctionnement de plusieurs processus
cellulaires : apoptose, adhésion cellulaire, prolifération, et I’angiogenese [Klapproth and
Wirth, 2010]. 11 a été démontré dans des modeles murins, que MYC est nécessaire mais
suffisant pour déclencher le processus de lymphomagenése et que des événements

additionnels sont requis [Adams et al., 1985 ; Kovalchuk et al., 2000].
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Figure 42 : Cartographie des points de cassure sur les locus IGH et
MYC. A configuration germinale de MYC. B points de cassure de la
t(8;14) dans la forme endémique de LB. Sur MYC, le point de cassure
siége sur une distance de 100 Kb du coté 5° de MYC; sur IGH le point de
cassure siege dans le segment JH. Des mutations sont observées dans les
exons 1 et 2. C dans la forme sporadique, le point de cassure est situé
dans le segment Sp d’IGH et dans I’intron de MYC. D et E dans les
translocations variantes, le point de cassure est situé du coté de 3’ de
MYC et dans le segment C des locus IGk (2p12) et IGA (22q11). Légende
:BL :Burkitt lymphoma; eBL : endemic Burkitt lymphoma; sBL :
sporadic Burkitt lymphoma. D’aprés [Hecht and Aster, 2000].
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2. Anomalies quantitatives

Approximativement, 60 a 70% des LB sporadiques de 1’adulte ont des anomalies
chromosomiques additionnelles a la t(8;14) ou I'une de ses variantes [Berger and Bernheim,
1985 ; Heerema et al., 2005; Poirel et al., 2009 ; Slater et al., 1982]. Ces anomalies ont été
¢étudiées par la cytogénétique conventionnelle et moléculaire, des techniques moléculaires de
recherche de LOH, par la CGH et les SNP array [Berger and Bernheim, 1985 ; Davidsson et
al., 2007 ;Garcia et al., 2003 ; Karpova et al., 2006 ; Lones et al., 2004 ; Onciu et al., 2006 ;
Parsa et al., 1994; Nelson et al., 2010 ; Poirel et al., 2009 ; Salaverria et al., 2008 ;
Schiffman et al., 2011 ; Scholtysik et al., 2010 ; Sobol et al., 2002 ; Zimonjic et al., 2001 ;
Zunino et al., 2000].

Si on exclue le type de translocation t(MYC;V), I’étude de 70 LB sporadiques par
caryotype a rapporté une atteinte plus fréquente, 15%, des chromosomes 1, 6, 13, 17 et 22
[Onciu et al., 2006]. Une association entre ces différentes anomalies a été observée au moins

dans 10% des cas, suggérant que ces anomalies additionnelles ne sont pas exclusives.

Des études par cytogénétique conventionnelle ont rapporté un gain récurrent de la
région 1q [Berger and Bernheim, 1985; Douglass et al., 1980 ; Lones et al., 2004 ; Onciu et
al., 2006; Poirel et al., 2009]. L’incidence de cette anomalie varie selon la nature du matériel
étudié et I’effectif des cohortes. L’étude de 19 tumeurs LB non endémiques, a rapporté un
gain du 1q dans 7 échantillons (36%) [Lones et al., 2006]. Dans une série de 200 LB, le gain
1q a été détecté dans 29% des cas [Poirel et al., 2009]. L’analyse de 59 lignées cellulaires a
rapport¢ des anomalies additionnelles dans 47 cas (79%) [Berger and Bernheim, 1985].
Parmi ces anomalies, le gain 1q a été détecté dans 17/47 lignées cellulaires (36%) suivi par
les anomalies du chromosome 7, détectées dans 10/47 (21%). Ces gains du 1q peuvent
intéresser une région ou tout le bras long du chromosome 1. Ils peuvent prendre 1’aspect
de : duplication, triplication amplification et translocations équilibrées ou sauteuses
("jumping translocation"”) [Berger and Bernheim, 1982 ; Garcia et al., 2003 ; Lones et al.,
2004; Onciu et al., 2006]. Le pronostic de cette anomalie est encore un sujet de controverse
[Garcia et al., 2003 ; Lones et al., 2004 ; Onciu et al., 2006 ; Poirel et al., 2009]. Différentes
approches expérimentales ont délimité plusieurs MCR, parfois chevauchantes sur le 1q
[Davidsson et al., 2007 ; Douglass et al., 1980 ; Garcia et al., 2003 ; Salaverria et al., 2008 ;
Schiffman et al., 2011]. L’étude par caryotype de 13 LB non endémiques, a rapporté deux
régions d’intéréts : 1q12q31 et 1q21q31 [Douglass et al., 1980]. L’étude par CGH
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métaphasique de 51 LB a rapporté 2 MCR : 1q12q25 et 1q31q32 [Salaverria et al., 2008].
L’analyse par aCGH (32.000 clones chevauchants) de 10 LB ayant un gain 1q a rapporté 2
MCR : 1922q32.3 et 1q12 q25.2 [Davidsson et al., 2007].

Les anomalies du chromosome 13 ont également été rapportées dans LB [Lones et al.,
2004 ; Nelson et al., 2010 ; Onciu et al., 2006 ; Poirel et al., 2009 ; Salaverria et al., 2008 ;
Schiffman et al., 2011 ; Scholtysik et al., 2010 ; Zunino et al., 2000]. Ces anomalies peuvent
correspondre a des : amplification, gain ou perte d’une région du 13q. Des monosomies
totales et des anomalies de structure complexe du chromosome 13 ont également été
rapportées [Lones et al, 2004 ; Nelson et al, 2009 ; Onciu et al, 2006 ; Poirel et al, 2009].
Ces anomalies ne sont pas exclusives, le méme patient peut avoir 2 altérations distinctes du
chromosome 13 [Onciu et al., 2006].

La fréquence des anomalies du 13 varie selon le type d’anomalie et le nombre de cas
¢tudiés. Par exemple dans une série de 28 LB ¢étudiés par des SNP array 330K le gain 13q,
observé dans 3/18 (11%), représente le 2™ type de gain aprés le 1q [Schiffman et al.,
2011]. L’étude de 90 LB par FISH avec des sondes du 13q a rapporté des délétions 13q dans
38/90 cas (42%) [Nelson et al., 2010]. Dans cette étude, la del(13)(q14.3), détectée dans
13/38 (14%), est associée une baisse du taux de survie a 5 ans (77% versus 95%). La perte
de cette région 13q14 a également été retrouvée par CGH métaphasique [Salaverria et al.,
2008]. L’étude de 200 caryotypes de LB a rapportée la del(13q) dans 14% des cas et cette
anomalie semble étre associée a un mauvais pronostic [Poirel et al., 2009]. Les gains du 13q
ont été¢ rapportés [Salaverria et al., 2008 ; Schiffman et al., 2011]. La région commune
amplifiée dans les LB est 13q31.3.

En dehors des régions 1q et 13q, une récurrence du gain de 7q a également été rapporté
dans les LB [Berger and Bernheim, 1985 ; Garcia et al., 2003 ; Lones et al., 2004 ; Nelson et
al., 2010 ; Poirel et al., 2009 ; Salaverria et al., 2008 ; Scholtysik et al., 2010]. Ces anomalies
correspondent a des trisomies partielles ou totales du chromosome 7/7q. L’analyse de 200
caryotypes de LB a rapporté un gain 7q dans 14 % des cas [Poirel et al., 2009]. Dans cette
¢tude, cette trisomie 7q semble €tre associée a un mauvais pronostic. L’¢tude de 51 LB par
CGH métaphasique a rapporté un gain 7/7q dans 10 cas (19.6%) [Salaverria et al., 2008]. La
région 7q21q22 apparait comme une RMC [Poirel et al., 2009]. L’étude de 39 LB par SNP
array 250 SNP a mis en évidence une RMC sur le 7pl12.2 intéressant le géne IKZFI
[Scholtysik et al., 2010].
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D’autres gains intéressant les régions 3q26/BCL6, 6ql5, 8q24 (géne MYC), 12q, 15q,
18921 et 22 ont également été rapportés dans LB [Onciu et al., 2006 ; Salaverria et al.,
2008 ; Scholtysik et al., 2010 ; Zunino et al., 2000].

Des pertes récurrentes ont été rapportées dans les LB [Gaidano et al., 1992 ; Parsa et
al., 1994 ; Salaverria et al., 2008 ; Schiffman et al., 2011 ; Scholtysik et al., 2010 ; Sobol et
al., 2002].

Les délétions 6q sont des anomalies additionnelles récurrentes dans les LB [Onciu et
al., 2006 ; Gaidano et al., 1992 : Parsa et al., 1994 ; Scholtysik et al., 2010]. Des délétions
partielles (interstielles ou terminales) ou totales du bras long 6q ont été détectées dans les
LB. Une étude de 71 tumeurs et lignées cellulaires LB par des marqueurs polymorphes
localisés sur le 6q a identifi¢ 2 MCR : 6q21q23 et 6q25q27 [Gaidano et al., 1992]. L ¢tude
de 39 LB par SNP array 250k a rapporté une seule MCR localisée en 6q14.3 [Scholtysik et
al., 2010].

Le locus TP53 est fréquemment altéré dans les LB [Gaidano et al., 1991 ; Sobol et
al., 2002]. L’analyse simultanée de 31 lignées cellulaires de LB et de lignées
lymphoblastoides par 184 marqueurs microsatellitaires a rapporté des LOH au locus 7P53
dans 9/31 lignées (29%) [Sobol et al., 2002]. L étude de 51 LB a rapporté une perte de la
région 17p12pter dans 6/51 cas (11.7%).

L’étude de 39 LB par SNP array 250k a rapporté une perte de la région 3p14/FHIT
dans 3/39 [Scholtysik et al., 2010]. Cette derni¢re ¢tude a également rapporté des délétions
des régions : 1p36.1/E2F et 9p21/CDKN2B.
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Résultats et discussion

Partie 2 : Analyse a haute résolution des altérations génomiques associées aux

lymphomes de Burkitt

Article 1 : High Resolution Genome-Wide Analysis of Chromosomal
alterations in Burkitt’s Lymphoma

PLOS ONE, September 2009, 4(9) :e7089 1-14
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I. Contexte

Les altérations chromosomiques additionnelles a la translocation t(MYC;/G) sont fréquentes
dans les LB. Ces anomalies ont un role majeur dans la progression et le pronostic de la
maladie. En revanche, elles sont relativement peu étudiées. Dans un premier travail nous
avons entrepris une étude par aCGH de haute résolution de 27 échantillons LB dans le but

de mettre en évidences des genes candidats remaniés secondairement a ces anomalies.

Entre 1995 et 2005, 12 tumeurs ont été collectées et congelées au moment diagnostic
de la maladie. Le diagnostic de LB, fait selon les critéres de ’OMS, a été revu par un
hématologiste expérimenté. Un seuil de 60% de cellules tumorales dans 1’échantillon
tumoral a été évalué et retenu comme critere d’inclusion dans cette étude.

Les 15 lignées cellulaires : BL2, BL31, BL41, BL70, BL84, BL104, BLLAL, Ly47,
Ly91, Namalwa, Ramos, Oku, Salina, Séraphina et BLMer (établie a partir de la tumeur
29124), ont été fournies par le groupe du Dr Joélle Wiels.

Les tumeurs et les lignées ont été analysées par aCGH pangénomique 44.000 et
244.000 oligonucleotides respectivement. Les résultats d’aCGH ont été validés par la

cytogénétique conventionnelle et moléculaire.

I1. Présentation des résultats

Plus de la moitié¢ (n=145) des CNA < 2 Mb correspondent a des polymorphismes ou
CNV. Les locus polymorphes Mendéliens (81/145) étaient exclusivement détectés par les
lames 244K. Ces polymorphismes étaient observés au niveau des locus des récepteurs
olfactifs, HLA, UGT2B17 et UGT2B28. Des CNV récurrents étaient observés dans le locus
GSTTI ("glutathion S-tranferase'). Un polymorphisme du géne BIRC6, a type de
duplication, était détect¢ dans une tumeur (29124) primaire et sa lignée (BLMer)
correspondante. Des CNV somatiques (38/145), restreints aux locus IGLK (2pl11), IGH
(14932) et IGHL (22q11) étaient détectés uniquement par les lames 244K. Parmi les 26/145
CNA de petite taille (Tableaux 1 et 2 de P’article 1), 16 étaient localisés dans des séquences
intergéniques ou des séquences codantes de fonction indéterminée. Dix CNV étaient
présents dans des geénes incriminés dans des processus de différenciation des lymphocytes B

et de carcinogenese.
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Cent trente six CNA> 2 Mb ¢étaient détectées dans notre série (Tableau 1 et 2 de
I’article 1). Des monosomies et trisomies totales étaient observées dans 17/136. Des
aneuploidies segmentaires étaient notées dans 119/136. Aucune CNA n’était observée dans
la moiti¢ des tumeurs, 6/12, et 2/14 lignées cellulaires. Ailleurs les anomalies génomiques
quantitatives étaient récurrentes. Les gains étaient observés dans les régions suivantes : 1q
(12/27), 13q (7/27), 7q (6/27), 8q (4/27), 2p (3/27), 11q (2/27) et 15q (2/27). Les pertes,
moins fréquentes, étaient détectées dans les régions : 3p (5/27), 4p (4/27), 4q (4/27), 9p
(4/27), 6p (3/27), 17p (3/27), 69 (2/27), 11pterpl3 (2/27) et 14q12q21.3 (2/27).

Vingt MCRs (taille variant entre 0.07-71.36 Mb) étaient mises en évidence (Tableau
3 de Particle 1). La région la plus fréquemment gagnée est le 1q suivi par le 13q.

Sur le 1q, La premiére région est 1q21.1g25.2 qui contient un amplicon de 6.3 Mb
(1g21.1g21.3) avec trois genes candidats BCL9, BCA2 et PIAS3. Deux autres régions
1q32.21 et g44 contiennent les oncogénes MDM4 et AKT3.

Sur le 13q, La MCR est 13q31.3932.1, siege d’un amplicon contenant plusieurs genes,
tels qu’ABCC4, mais aussi le polycistron miR17-92.

Sur le 2p, la MCR de 0.04 Mb (2p16.1) contient I’oncogene REL, sous unité de la
famille NF-KB. Sur le 3p, la MCR de 0.1Mb, localisée en 3p14.2, inactive un all¢le de
FHIT. Sur le 9p une MCR (9p21.3) implique le géne CDKN2A/CDKN2B.

La translocation t(8;14), mise en évidence par le caryotype, était détectée dans 18
¢chantillons. La t(8;22) était retrouvée dans une tumeur et 5 lignées cellulaires et la t(2;8)
¢tait observée dans 2 tumeurs et 1 lignée cellulaire. Quatre autres translocations
additionnelles : t(1;3)(q24;925), t(5;22)(q 12;q12.2), t(12;22)(q 12;q11.2) et
der(13;13)(ql0;q10) étaient observées dans notre travail. Ces translocations ¢étaient
indétectables par aCGH. Dans une lignée (BL84), la duplication du der(8)t(8;22)(q24;q11.2)
a permis de localiser le point de cassure a 300 Kb par rapport de MYC. Ce point de cassure
interrompt un cluster de microRNA (mir1204, mir1205, mir1206 et mir1207). Ce cluster est
également interrompu dans une 2°™ lignée (Ly47) avec une t(8;22) avec 1a un remaniement

complexe (Figure 4 de I’article 1).
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I11. Discussion

Nous avons entrepris I’étude de 12 tumeurs et 14 lignées cellulaires de LB par aCGH
pangénomique de haute résolution dans le but est de déterminer les geénes candidats
impliqués dans les remaniements additionnels a la translocation t(MYC;IG).

Deux types de CNV ¢étaient détectés dans notre série. Le premier sous groupe
correspond a des CNV de type Mendéliens. Les CNV sont des segments d’ADN présents en
nombre de copies variables chez un sujet phénotypiquement normal, par rapport a un ADN
de référence [Redon et al.,, 2006 ; Durbin et al.,, 2010]. Ils se révelent ubiquitaire,
représentent 12% du génome humain et peuvent impliquer des geénes ou des pseudogenes.
La trés grande majorité (99%) de ces polymorphismes semble étre héritée des parents selon
un mode Mendélien. Des CNV ¢étaient observés dans le gene GSTTI. Un rdle de
prédisposition de ce variant a €té rapporté dans la littérature. Dans la LMC, il semble que le
gain de nombre de copies de GSTT1 soit associé a une absence de réponse au traitement par
imatinib [Koh et al., 2010]. Dans notre travail une duplication de BIRC6 était observée dans
une tumeur et sa lignée correspondante. Des amplifications de BIRC6 ont été rapportées
dans les LAL [Berquam-Vrieze et al., 2011]. Affirmer un role de prédisposition de GSTT1 et
BIRC6 dans le développement de LB nécessite des études d’association ("genome wide
association" ; GWA) avec de grandes cohortes. Le 2™ type de CNV observé dans notre
travail correspond aux CNV restreints aux locus des IG. Dans les LB, le réarrangement
monoclonal des locus IG a rendu possible leur détection par les microarray 244K.

Dans 6 tumeurs et 2 lignées cellulaires aucune CNA n’était observée en dehors des
translocations t(MYC;IG) qui sont indétectables par aCGH. Dans une étude de 51 tumeurs
LB par CGH métaphasique, aucune anomalie n’était détectée dans 9/51 [Salaverria et al.,
2008]. Dans I’analyse de 39 tumeurs par SNP array 250K, la moyenne des CNA était de 6
[Scholtysik et al., 2010] alors qu’elle était le double dans la majorité des tumeurs solides
[Beroukhim et al., 2010]. Il en découle que les altérations génomiques additionnelles sont a
la base de la progression et I’évolution d’un sous-groupe de LB. Les disomies uniparentales
acquises (DUP) peuvent étre un mécanisme alternatif de progression. Dans 3 études
différentes des DUP, quoique rares, étaient mises en évidence au niveau de locus de génes
suppresseurs de tumeurs : 7P53/17p et NOXA/18q [Nielaender et al., 2006 ; Schiffman et al.,
2011 ; Scholtysik et al., 2010].

Des CNA récurrentes, observées dans 6 tumeurs et 13 lignées, avaient permis de

définir 20 MCR. La région la plus fréquemment gagnée était le 1q. Ce résultat était rapporté
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par plusieurs études [Berger and Bernheim, 1985 ; Davidsson et al., 2007 ; Salaverria et al.,
2008 ; Schiffman et al., 2011; Scholtysik et al., 2010]. La trisomie 1q était rapportée aussi
dans les autres hémopathies malignes et les tumeurs solides
(http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret, 2010). Trois MCR étaient mises en
évidence sur le 1q. La région consensus, faisant 34.13 Mb, 1q21.1q25 était rapportée dans
des ¢tudes antérieures [Salaverria et al., 2008 ; Schiffman et al., 2011; Sobol et al., 2002].
Dans notre travail, la partie proximale de cette MCR contient une amplification qui
intéressait les génes BAC2, PIAS3, BCL9 et LHX4. La région 1q32.1, 0.39 Mb de taille, et
MDM4 est potentiellement le gene candidat de cette région. L’analyse de 39 LB par SNP
array 250K avait rapporté le 1q31.3 <195.25-195.67 Mb> comme la région la plus
fréquemment gagnée dans les LB [Scholtysik et al., 2010]. Cette derniere contient le gene
PTPRC qui contrdle la signalisation des récepteurs des IG et des cytokines. Dans cette ¢tude,
en revanche ce geéne n’est pas exprimé dans les tumeurs ou un gain 1q était observé. Dans
notre étude la 3°™ région sur le 1q intéressait 1q44, contenant plusieurs génes dont AKT3.

Sur le 13q, la MCR 13q31.3932.1 intéressait plusieurs génes candidats notamment
ABBC4, GPCR et SOX21 et le polycistron mir-17-92. La méme région était rapportée
récemment par 2 études distinctes utilisant des SNP array, 250K et 300K, plate-formes aussi
résolutives que notre microarray [Schiffman et al., 2011 ; Scholtysik et al., 2010].

La région la plus fréquemment délétée était le 3p14.2, 0.1 Kb, et emportait le géne
suppresseur de tumeurs FHIT. Ce résultat était aussi rapporté par une étude récente
[Scholtysik et al., 2010]. Les MCR des régions 9p21.3 et 17p13 intéressait les genes
suppresseurs de tumeurs CDKN2A/CDKN2B et TP53 [Salaverria et al., 2008 ; Schiffman et
al., 2011 ; Scholtysik et al., 2010].

En conclusion I’étude par aCGH des anomalies additionnelles dans le LB a permis de
dégager une hétérogénéité génétique. Dans un sous-groupe de LB les altérations génomiques
associées a la t(MYC;IG) sont fréquentes et récurrentes. En revanche, dans un autre sous-
groupe, ces anomalies génomiques additionnelles sont trés rares et les évenements de

progression restent a déterminer.
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Résultats complémentaires : étude du transcriptome et du mirnome

Certaines MCR que nous avons défini par aCGH sont encore relativement grandes, et
contiennent de nombreux genes potentiellement intéressants pour la progression tumorale.
Afin de les identifier, il apparait nécessaire de corréler les résultats d’aCGH avec des études
d’expression. Les méthodes plus exhaustives sont celles de I’étude du transcriptome et du

mirnome.

1. Matériels et méthodes

1.1 Extraction d’ARN

Les cellules fraichement cultivées sont lavées et centrifugées. Puis les cellules sont
lysées et les ARN totaux sont extraits au TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). L’ARN
est quantifié avec le spectrophométre Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies). Une
quantité de ces ARN totaux, a peu pres 1 pg, est conservée pour la réalisation du mirnome.
L’autre partie, Spg, est purifiée a I’aide du Kit Rneasy mini (Qiagen). Les ARN purifiés
supérieurs a 200 bases sont ¢élués avec de I’ecau RNase-free et quantifiée par le
spectrophomeétre. Leur qualité est vérifiée par une analyse sur minigel (Lab-on-a-chip,

Agilent).

1.2 Transcriptome

Marquage

Une rétrotranscription de ’ARNm est réalisée en présence d’oligo dT, d’enzyme
réverse transcriptase du rétrovirus Moloney (M-MulL V), et d’un oligonucléotide
correspondant au promoteur de la RNA polymeérase T7. Celui-ci se fixe sur I’extrémité 3’ de
I’ADNc en formant une boucle. Une seconde incubation, réalisée en présence de RNA
polymérase T7, de ribonucléotides, et de dUTP couplé a une cyanine fluorescence (Cy5 ou
Cy3) conduit apres 2h de réaction a 40°C, a une amplification linéaire de ARNc marqué.
Apres purification sur colonne de Qiagen et controle de qualité, les échantillons sont

mélangés aux ARN de référence et mis a hybrider sur les microarray (Figure 43).
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Figure 43 : Procédures d’amplification de I’ARNc sont représentées dans
ce schéma. Les cibles alors générées sont marquées par les Cy5 ou Cy3.

Hyvbridation et lecture des microarray

L’analyse du transcriptome est réalisée sur des lames commerciales Agilent sur
lesquelles ont été synthétisés in situ des oligonucléotides 60mers. Ces oligonucléotides
correspondent a un panel de 44 000 génes dont la séquence, spécifique a chacun, a été
soigneusement choisie pour éviter toute interférence avec des séquences répétées ou des
génes de la méme famille. Les expériences toutes dupliquées: I’ARN extrait des
prélévements tumoraux est marqué pour la moitié par la cyanine Cy5 et pour la moitié par la

cynanine Cy3, et les résultats d’hybridation moyennés pour éliminer les biais de marquage.
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Cette technique de double marquage est appelée dye swap. Les hybridations ont été
effectuées en double couleur contre un ARN de référence correspondant a de la moelle
normale. Aprés hybridation et lavages, les lames sont introduites dans un scanner (Agilent)
qui enregistre les niveaux de fluorescence de chacune des cyanines sur toute la surface de la

lame.

Analyse des résultats

Ces données sont traitées dans un premier temps sur un logiciel d’analyse d’images
("feature extraction” software P.5-Agilent technologies) qui contrdle le marquage par
rapport au bruit de fond et corriger les données par une normalisation proportionnelle a la
quantit¢ d’ARN. Ensuite ces résultats sont transférés dans le logiciel Resolver (Rosetta)
qui utilise des tests statistiques pou obtenir les seuils de significativité des variations

d’expression observées pour les geénes.

1.2 mirnome

Chaque échantillon a été préparé selon les recommandations du protocole microarray
miRNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). L’ARN total est marqué et hybridé
sur des lames microarray 8x16 K (v3). Ces microarray contiennent 851 séquences de
miRNA d’origine humaine et 88 miRNA issus de virus humains, chacune de ces séquences
est répliquée 16 fois selon les instructions du fournisseur. Une seule lame, contient 8
microarray distincts (I’équivalent de 8 échantillons). Chaque microarray contient 15.000
oligonucléotides contenant des sondes synthétisées a partir de la base donnée miRBASE,
release 13.0 [Griffiths-Jones et al., 2008]. Chaque sonde, qui est formée par 40-60 mers, est
directement synthétisée in situ selon une configuration permettant de reproduire la structure
du miRNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). L’analyse des résultats
d’hybridation se fait par un logiciel d’analyse d’images (Feature Extraction software 9.5-
Agilent Technologies) et les données ainsi générées sont transférées dans un logiciel qui
utilise des tests statistiques pour obtenir les seuils de significativit¢ des variations

d’expression observées pour les miRNA [Smyth et al., 2005].
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2. Résultats du transcriptome
2.1. Gain 1q
Le 1g21.g25.2 était la région la plus fréquemment gagnée dans notre série. Dans la lignée
BL41, cette région présentait une amplification de la partie proximale. Parmi les genes
candidats de cette région PIAS3, BCL9 et NOTCH2NL. Dans cette lignée seule, le geéne
BCL9 est surexprimé par rapport aux genes candidats (Tableau 6). Dans les 7 autres

échantillons ou le gain 1q était constaté, les taux des transcrits des PIAS3, BCL9 et

NOTCH2NL restent faible.

Lignées g)‘;‘;‘s’rleq‘zii ]13\%3; ‘t‘if /glﬁ;i NOTCH2NL /ARNm
BL2 +++ 1 1 1
BL31 +++ 1 1 0.35
BL41 ++++ 11.23 2.49 3.29
BL70 +++ 1 1 1
BL84 +++ 1 1 1
Namalwa +++ 1 1 1
Salina +++ 1 1 0.31
Séraphina +++ 1 1 1
BL104 +/+ 1 2.22 0.38
BLLAL +/+ 1 1 1
BLMer ++ 1 1 0.38
Ly47 +/+ 1 1 0.38
Ly91 +/+ 1 1 0.21
Oku ++ 1 1 0.2
Ramos ++ 1 1 1

Tableau 6 : Taux des transcrits de la région 1q21.
Légende :+/+ disomie 1q21 ; +++ : trisomie 1q ; ++++ : amplification 1q21

2.1. Gain 2p16
La MCR, 2pl6.1, intéressait le géne REL. Dans, la lignée BL41, ce géne présentait
une amplification (6 copies). Le ratio d’ARNm de REL était normal.

2.2. Gain 8q24
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Dans toutes les lignées, qui ont toutes la translocation t(MYC;IG), le taux de transcrit
moyen de MYC (Tableau 7) était de 2.32 (extrémes : 1 a 4). Dans la lignée Séraphina, le

gain, simple copie (ratio=1.5), de MYC était associ€ a un taux de transcrit normal.

Nombre de
Lignées copie MYC/ARNm
8q24/MYC
BL2 +/+ 3.23
BL31 +/+ 2.34
BL41 +/+ 1
BL70 +/+ 1
BL8&4 +++ 2.67
BL104 +/+ 2.55
BLLAL +/+ 2.2
BLMer +/+ 241
Ly47 ++ 2.73
Ly91 +/+ 1
Namalwa +/+ 2.19
Oku ++ 4
Ramos +/+ 3
Salina +/+ 3.49
Séraphina +++ 1

Tableau 7 : Taux de transcrit de MYC.
Légende :+/+ : disomie 8q24 ; +++ : trisomie
8q24.

2.3. Gain 13q

La MCR, 13g31.3q32, 7.23 Mb, intéressait les genes ABCC4, GPCS5, GPC6 SOX21 et mir-
17-92. Les taux de transcrit des genes ABCC4, GPCS5, GPC6 ¢étaient normaux, alors que
celui de SOX21¢était de 2.42. Le taux moyen d’ARNm de mir-17-92 était 4.7 (extrémes :
1.94-7.59 ; Tableau 8). Dans les lignées BL2, BL31, BLMer et Ramos le gain du
chromosome 13 était associé a un ratio d’ARNm de mir-17-92 ¢levé, et ce taux culminait
dans une seule lignée, Namalwa dont la région 13q31.3q32 ¢était le siege d’une

amplification.
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Nombre de
Lignées copie du mir-17-92/ARNm
13q31

BL2 +++ 4.86
BL31 +++ 6.50
BL41 +/+ 432
BL70 +/+ 2.35
BL384 +/+ 5.74
BL104 +/+ 4.09
BLLAL +/+ 3.84
BLMer -+ 6.29
Ly47 +/+ 1.94
Ly91 +/+ 2.90
Namalwa +++ 7.59
Oku +/+ 4.93
Ramos +++ 6.39
Salina +/+ 3.26
Séraphina +/+ 5.51

Tableau 8 : Taux des transcrits du mir-17-92.
Légende +/+ disomie 13q31 ; +++ trisomie 13q31.

2.4. Gainllq
La région 11g23.1, une MCR de 0.1 Mb, était le sicge d’un gain simple copie. Le taux
du transcrit du géne candidat POU2AF'] était de 15.44.

2.5. Perte 3p
La MCR sur le 3p14.1 impliquait le géne FHIT. Ce dernier était perdu d’une manicre
hémizygote dans 4 lignées (Tableau 9). Dans 3 lignées, BLMER, LY47 et RAMOS, la perte
touchait un seul exon. L’ARNm de FHIT ¢était trés bas seulement dans une seule lignée
(BL84) qui avait perdu la totalité du géne . Par contre dans les lignées RAMOS et BLMER

le taux du transcrit était deux fois moins ¢élevéque celui de LY47.

Lignées ““‘;‘;’ﬁ /‘;fI;I"}’ies Exon FHIT/ARNm
ramos +/- 5 243
Ly47* +/- 4 5.85
BLMer +/- 5 2.56
BL&4 +/- tous 0.16

Tableau 9: Taux du transcrit de FHIT. Légende: +/- perte
hémizygote 3p14 ; * L’exon 4 perdu par cette derniére est inclus dans
des CNV.
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2.6. Perte 9p21
La MCR sur le 9p21.3 intéressait le géne CDKN2A/CDKN2B. Le taux moyen
d’ARNm de CDKN2A ¢était de 0.93 (extrémes : 0.13-2.3). Dans la lignée BL2 la perte de
CDKN2A ¢tait biallélique et le taux du transcrit était de 0.13. Dans 2 lignées (LY47 et
Séraphina), aucune anomalie n’était observée au locus CDKN2A et le taux moyen d’ARN
était bas : 0.3. Dans tous les échantillons, le taux moyen d’ARNm de CDKNE2B était trés
bas : 0.05 (extrémes : 0.01-0.15) (Tableau 10).

Nombre de
Lignées copies CDKN2A CDKN2B
9p21/P16

BL2 -/- 0.13 0.02
BL31 +/+ 1 0.03
BL41 +/- 1 0.04
BL70 +/+ 1 0.06
BL84 +/+ 1 0.15
BL104 +/+ 1 0.13
BLLAL +/+ 2.3 0.05
BLMer +/+ 1 0.03
Ly47 +/+ 043 0.09
Ly91 +/+ 1 0.07
Namalwa +/+ 1 0.01
Oku +/+ 1 0.03
Ramos +/+ 1 0.04
Salina +/+ 1 0.04
Séraphina +/+ 0.18 0.01

Tableau 10 : Taux des transcrits des génes CDKN2A et
CDK2B. Légende: +/+ disomie 9p21; +/- perte
hémizygote 9p21 ; -/- perte homozygote 9p21.

2.7. Perte 17p13
La MCR sur le 17p, faisait 15.93 Mb, impliquait plusieurs génes dont TP53. Dans la
lignée BL 41, la perte de 17p était hémizygote et le taux du transcrit de TP53 était de 2.06.
Pour la lignée Ramos, la perte de 17p était homozygote et I’ARNm de TP53 était de 2.17
(Tableau 11).

147



Lignées Nocrf)l:));:s o P53/ARNm Nocl:)l:))i?s o MDM;/ARN MDM2
17p13/TP53 12q14/MDM2
BL2 +/+ 3.94 ++ 4.69 ++++

BL31 +/+ 5.96 ++ 4.35 NF
BL41 +/- 2.06 ++ 1 NF
BL70 ++ 6.15 ++ 1 NF
BL84 ++ 1 +/+ 1 NF
BL104 +/+ 7.84 ++ 2.01 NF
BLLAL +/+ 5.85 ++ 3.29 NF
BLMer +/+ 4.08 ++ 3.16 NF
Ly47 +/+ 2.46 +/+ 5.7 +++
Ly91 +/+ 2.8 +/+ 3.67 +++
Namalwa +/+ 5.24 +/+ 3.26 NF
Oku +/+ 6.44 ++ 4.59 NF
Ramos -/~ 2.17 +/+ 2.95 bas
Salina +/+ 5.32 +/+ 3.4 NF
Séraphina +/+ 4.5 +/+ 1 ++

Tableau 11 : Taux des transcrits des génes 7P53 et MDM?2. Légende : +/+ disomie 17p13 et 12q14;-/-:
perte homozygote de 17p13 ; ++++ surexpression de la protéine MDM2 : NF : non fait. Les résultats de
MDM2 ont fait le sujet d’une publication antérieure [Capoulade et al., 1998].

3. Discussion complémentaire ’article 2

Nous avons corrélé les résultats d’aCGH aux résultats des transcriptome et
miRnome. Sur le 1q la région consensus, 1q21q25 était trés grande. Dans une lignée BL41,
une amplification de la région proximale, 121, était notée. A 1’exception de BCL9, les
autres Les genes candidats, PIAS3 et NOTCH2NL de cette région avaient un transcrit faible.
L’absence de surexpression des autres genes de la région pourrait s’expliquer de 3 facons :
1) les sondes existantes sur la lame de microarray ne correspondent pas au transcrit cherché ;
i) les autres genes de la région sont mutés ; iii) [’hétérochromatine localisée en 1ql2
pourrait retentir sur le profil d’expression des geénes des régions contigu€s [Fournier et al.,
2010]. BCL9 présentait un taux de messager ¢€leve, 11.23. Il est vraisemblablement que le
gene BCLY soit le géne driver de la région 1g21. En effet, BCL9 est impliqué dans des
translocations récurrentes dans les LAL B [Willis et al., 1998]. Une dysrégulation de BCL9 a
¢galement été rapporté dans le mélanome malin et dans le cancer du colon [Mani et al.,

2009]. BCL9, composant de la voie Wnt/f3, augmente ’activité transcriptionnelle médiée par
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la B caténine et augmente la prolifération cellulaire, la migration, I’invasion-métastase. Il
semble que cette action de BCLY passe par 1’activation de MYC et CCNDI [Mani et al.,
2009].

Sur le 2p16.2, en dépit de I’amplification de I’oncogeéne REL, le taux de messager de
ce gene s’est avéré normal. Ce résultat pourrait étre expliqué par une mutation géne REL, ou
par I’absence de la sonde adéquate sur la lame de microarray. Le gain sur la région 8q24
impliquait MYC. Le taux de messager de dernier n’était pas corrélé¢ au gain de la région de
MYC. L’ensemble des 15 lignées ne présentait pas un taux ¢élevé de MYC. Il a été¢ démontré
que les cellules du centre germinatif, dont dérivent les LB, n’expriment pas MYC a I’état de
base. Ceci suggere que les translocations t(MYC ;IG) aboutissent a un expression ectopique
de MYC plutdt qu’une dérégulation de son expression comme cela a été antérieurement
rapport¢ [Boxer and Dang, 2001]. Le gain sur la région 11g23.1 impliquait le gene
POU2AF1 qui était surexprimé. Il code pour un coactivateur spécifique des lymphocytes B
et il est amplifié dans le myélome multiple.

Sur le 13q, Les genes ABCC4, GPC5 GPC6 et SOX21 n’étaient pas surexprimeés. Par
contre le polycistron mir-17-92 ¢était surexprimé. Ce résultat a été rapporté récemment
[Schiffman et al., 2011 ; Scholysik et al., 2010] Ce mir joue un role crucial dans la
lymphopoiése B, il permet le passage du stade pro-B au stade pré-B [Yendamuri and calin,
2009]. 11 a été rapporté que mir-17-92 accélere le processus de lymphomagenese induite par
MYC [Mu et al., 2009]. En effet, mir-17-92 est une cible directe de MYC et les 2 geénes
agissent d’une manicre synergique. Par ailleurs, les souris porteuses du transgéne mir-17-92
développent une maladie lymphoproliférative et décédent prématurément [Xiao et al., 2008].
Les lymphocytes de ces souris présent un taux de prolifération élevé et une baisse de
I’apoptose. Il a démontré que mir-17-92 suppriment I’expression du géne suppresseur de
PTEN et Bim qui a un role proapoptotique. L action coordonnée de MYC et mir-17-92 n’est
pas décryptée dans sa totalité et d’autres geénes interviennent dans ce circuit notamment
E2F1 qui est altéré dans les LB [Scholysik et al., 2010].

Une perte hémizygote de FHIT était observée dans 4 lignées et seulement une seule
lignée, BL84, présente un taux de transcrit bas de FHIT concordant avec la perte du géne. 11
est indispensable d’étudier ces transcrits par une autre technique indépendante.

La perte sur le 9p21, qui impliquait le g¢tne CDKN2A/CDKN2B, était observée dans 2
lignées. Dans un seul cas, BL2, la perte biallélique du locus CDKN2A/CDKN2B était

corrélée a une baisse du transcrit correspondant. En revanche, le transcrit du CDKN2B était
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trés bas dans toutes les lignées. Ce résultat a été rapporté dans une série de tumeurs LB
analysées par des SNP array ou la perte sur le 9p21 n’intéressait que le locus CDKN2B
[Scholysik et al., 2010]. La discordance entre le taux bas de pl1SINK4B/CDKN2B et les
CNA, reflete une régulation génique complexe du locus INK4A/INK4B mais probablement
déterminante dans la progression tumorale.

Sur le 17p, la perte était relativement grande mais comportait toujours TP53. Elle était
observée dans 2 lignées. Néanmoins le transcrit de ce gene n’était pas tres bas, méme en cas
de perte biallélique de TP53 (lignée Ramos, Tableau 11). Ce transcrit de TP53 ¢était
inchangé méme en cas de surexpression de MDM2 qui réduit normalement la survie de la
protéine de p53. Les mutations de TP53 ont été rapportées dans 33%-40% of biopsies de LB
[Imamura et al., 1994 ; Kornblau et al., 1991] et 60%-83% des lignées cellulaires [Farrell et
al., 1991 ; Wiman et al., 1991]. Ces mutations sont associées a une inactivation conséquente
de la protéine p53 [Vousden et al., 1993]. Dans notre cas il serait intéressant d’étudier le
transcrit de TP53 par une autre technique indépendante pour pouvoir conclure.

La corrélation des résultats d’aCGH a ceux du transcriptome souligne de nouveau
I’hétérogénéité génétique dans les LB. Le transcriptome et le mirnome suggerent que les
geénes remaniés en conséquence a des anomalies génomiques agissent d’une manicre

synchrone avec MYC.
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Abstract

Additional chromosomal abnormalities are currently detected in Burkitt's lymphoma. They play major roles in the
progression of BL and in prognosis. The genes involved remain elusive. A whole-genome oligonucleotide array CGH analysis
correlated with karyotype and FISH was performed in a set of 27 Burkitt's ymphoma-derived cell lines and primary tumors.
More than half of the 145 CNAs<2 Mb were mapped to Mendelian CNVs, including GSTT1, glutathione s-transferase and
BIRC6, an anti-apoptotic protein, possibly predisposing to some cancers. Somatic cell line-specific CNVs localized to the IG
locus were consistently observed with the 244 K aCGH platform. Among 136 CNAs >2 Mb, gains were found in 1q (12/27),
13q (7/27), 7q (6/27), 8q(4/27), 2p (3/27), 11q (2/27) and 15q (2/27). Losses were found in 3p (5/27), 4p (4/27), 4q (4/27), 9p
(4/27), 13q (4/27), 6p (3/27), 17p (3/27), 6q (2/27),11pterp13 (2/27) and 14912g21.3 (2/27). Twenty one minimal critical
regions (MCR), (range 0.04-71.36 Mb), were delineated in tumors and cell lines. Three MCRs were localized to 1q. The
proximal one was mapped to 1921.1925.2 with a 6.3 Mb amplicon (1921.1921.3) harboring BCA2 and PIAS3. In the other 2
MCRs, 1932.1 and 1944, MDM4 and AKT3 appeared as possible drivers of these gains respectively. The 13g31.3g32.1
<89.58-96.81> MCR contained an amplicon and ABCC4 might be the driver of this amplicon. The 40 Kb 2p16.1 <60.96—
61> MCR was the smallest gained MCR and specifically encompassed the REL oncogene which is already implicated in B cell
lymphomas. The most frequently deleted MCR was 3p14.1 <60.43-60.53> that removed the fifth exon of FHIT. Further
investigations which combined gene expression and functional studies are essential to understand the lymphomagenesis
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Introduction

First described by D. Burkitt in 1958, Burkitt’s lymphoma (BL)
is a monoclonal proliferation of malignant B lymphocytes. It is a
mature aggressive lymphoma that accounts for 30 to 50% of
lymphomas in children and for 1 to 2% in adults [1]. Its original
description, a jaw tumor, led to the discovery of Epstein-Barr virus
(EBV). Because of its high frequency in children living in the
African equatorial regions (the Burkitt Belt), heavily infected by
EBV and malaria [2] this viral linked tumor was qualified of
endemic. It was identical, by morphology (cytology and pathol-
ogy), immunophenotype and chromosome abnormalities to
mature aggressive lymphomas, mainly EBV negative, that were
observed in all the world. This type of BL, coined as sporadic,
accounts for 30 to 50% of lymphomas in children and for 1 to 2%
in adults [1]. The treatment of endemic and sporadic BL rely on
high dose of chemotherapy with good results in children.

The hallmark of this disease is the t(8;14) translocation or one of
the variant t(8;22) or t(2;8) translocations, associating the MYC
gene (located at 8q24) to one of three immunoglobulin loci [3,4].

@ PLoS ONE | www.plosone.org

These balanced chromosomal translocations result in constitutive-
ly deregulated MYC expression by position effect, whatever the
break point location and the transcription orientation [5],
Hypothesized as a transforming factor located on 8q24, MYC
was the first oncogene isolated in a human malignancy,
responsible for maintaining the balance of cellular proliferation,
differentiation, adhesion and apoptosis.

By virtue of the translocation, MYC is in the position of the
variable part of Ig genes [5] that is subjected to hypermutation by
the AID activation [6].

Additional chromosomal abnormalities, detected in 70% of
pediatric BL, seem to be important factors influencing clinical
outcome [7,8]. Gain of 7q and del(13q) seems strong genetic
indicators of a poor prognosis [9]. Although many of these
chromosomal anomalies undoubtedly play major roles in the
pathogenesis of BL, the genes involved have remained elusive.

High resolution CGH array (aCGH) [10,11] is a powerful
method to identify pathogenic DNA copy-number changes (gain,
amplification and deletion) on a genome-wide scale, and to map
these changes to genomic sequence. It does not detect balanced
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structural rearrangements such as translocations. It is based on
isolation of genomic DNA isolated from test and reference cell
populations, differential labeling with fluorescent dyes and
cohybridization with a high-resolution DNA microarrays. Oligo-
nucleotide CGH arrays enable genome-wide detection of DNA
copy-number changes down to 15~20 Kb.

Recurrent chromosomal rearrangements in various tumors
define Minimal Critical Regions (MCR) that are often small
enough to pinpoint the few candidate genes in oncogenesis that lie
in this chromosomal region. Many of these MCR contain known
oncogenes and tumor suppressor genes and also help identify new
genes that are critical in lymphomagenesis.

In this study, whole-genome 44K and 244K oligonucleotide
arrays were used for fine mapping of recurrent copy number
alterations (CNA) present in a set of 27 human Burkitt’s
lymphomas. These results allow a global view of genomic
instability at a high level resolution (50 Kb on average) and the
identification of new gene loci that are recurrently altered.

Materials and Methods

Primary Tumors and Cell Lines

The patients were studied according to various protocols
approved by the French Ethics Committees. Between 1995 and
2005, 13 BL tumors were collected and frozen at disease onset.
Tumor specimens were reviewed by an expert hematopathologist
according to current WHO criteria for morphologic, immuno-
phenotypic, and cytogenetic features.

Fifteen Burkitt’s lymphoma-derived B cell lines were studied:
BL2, BL31, BL41, BL70, BL34, BL104, BLLAL, Ly47, Ly9l,
Namalwa, Ramos, Oku, Salina, Seraphina and BLMer (derived
from the relapse of tumor case 29124, thus counting one BL for
both samples). They were cultured at 37°C in complete medium
(GIBCO-BRL, Scotland) containing 2 mM L-glutamine, 1 mM
pyruvate, 20 mM glucose, 20 pg/ml gentamicine and supple-
mented with 5% heat-inactivated fetal calf serum.

Ethics Statement
No ethics statements are required for this work.

Cytogenetic analysis

Cytogenetic analysis was performed on metaphase spreads obtained
from tumor biopsy or bone marrow specimens and cell lines. In each
case, 15 RHG-banded metaphases were analyzed when possible.
Clonal chromosomal abnormalities were described according to the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature [12].

Fluorescence in situ hybridization (FISH) studies

A set of commercial probes was used to diagnosis in some cases
and to resolve discrepancies between aCGH results and karyotype
data (Supplementary Table S1). To confirm DNA copy number
changes obtained from aCGH, a FISH analysis was carried out
using individual probes on cytogenetic preparations. Five BAC
clones (Table S1) were selected from Pieter De Jong libraries
(http://www.chori.org/bacpac/) according to their position on
the UCSC human genome (http://www.genome.ucsc.edu/).
Purified BAC DNA was labeled by random priming in the
presence of Alexa 488-dUTP (green) and Alexa 594-dUTP (red)
(Abbott). The quality of the probes was verified by hybridization to
metaphase spreads of a negative control. The preparations were
observed with an epifluorescence microscope and images captured
with a Vysis imaging station. Between 20 and 40 metaphase
spreads and 100 nuclei were analyzed for each sample.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Burkitt aCGH Analysis

Oligonucleotide aCGH

Tumor genomic DNA was isolated according to Qiagen
protocols with modifications [13]. Samples containing a t(8;V)
were detected by cytogenetic analysis and/or FISH (dissociation of
the MYC signal) in more than 60% of cells. High-molecular-
weight genomic DNA was extracted from the cell lines with a
DNeasy extraction kit (Qiagen).

Patient tumor samples and cell lines were analyzed using 44K
and 244K microarrays (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) respectively. Only cell lines were processed as dye-swap pairs.
In all experiments, sex-matched DNA from a pooled human female
or male individual (Promega, Madison, WI) was used as the
reference. Oligonucleotide aCGH processing was performed as
detailed in the manufacturer’s protocol (version 4.0; http://www.
agilent.com). Data were extracted from scanned images using
feature extraction software (version A.8.5.3, Agilent). Raw data text
files from the latter were then imported for analysis into CGH
Analytics 3.4.40. Aberrations were detected with the ADM?2
algorithm and filtering options of a minimum of 5 probes and
abs(log2Ratio) >0.3. Aberration segments were individually
reviewed using build 35, hgl7 of UCSC [14]. Anomalies that were
localized to regions with high-copy repetitive or GC-rich DNA
sequences including telomeric regions were excluded. We defined
gains and losses for the oligonucleotide dataset as a linear ratio =1.2
or =0.8 respectively. High and low-level amplification events were
defined as a linear ratio =4 or 2<< ratio <4 respectively. The data
are described in accordance with MIAME guidelines and have been
deposited in ArrayExpress under E-TABM-703 accession number.

Results

Cytogenetic results

The karyotype of the primary tumor was complex in 4 cases
(Table 1).

Among the 15 cell lines, 13 exhibited a complex karyotype
(Table 2); 11 harbored the same chromosomal abnormalities that
were previously described [15,16], while BLLAL, BLMER, OKU
and Salina have not been reported elsewhere. The hallmark t(8;14)
translocation was detected in 18 tumors or cell lines. The variant
(8;22) translocations were found in 1 tumor and 5 cell lines and
the t(2;8) were found in 2 tumors and 1 cell line.

aCGH CNA correlate with conventional and molecular
cytogenetic results. A strong correlation between aCGH results
and karyotype analysis was observed for CNA =5 Mb. Some larger
CNA were detected in cell lines exclusively by aCGH. For example,
in the Ly47 cell line, a gain of a 25.75 Mb region on 16q21qter
<62.92-88.67> could not be detected by karyotype analysis (Fig. 1
A+B). This gain was confirmed by FISH (Fig. 1C). In the Ly91 cell
line, a nonsegmented gain of 1q was observed on aCGH (Fig. 1E)
that allowed FISH to identify a der(13)t(1;13)(q32.1;p12) present in
only 20% of the cells (Fig. 1 D+F). Often aCGH refined the
breakpoints detected by conventional cytogenetics. In addition to
primary BL translocations, four other balanced translocations were
only shown by karyotype analysis without any visible scar at 20 Kb
resolution (Table 2).

Analysis of small-scale copy number alteration: CNVs
Small sized CNA (n = 145) defined as =2 Mb long, ranging from
0.03 to 2 Mb in size, were detected in 140 occurrences originating
from 244 K arrays, and 5 from 44 K. More than half of these small
CNA were found to be Mendelian CNVs. This was tested by
examining the sequence present at each CNA, with the University
of California at Santa Cruz Genome Browser (http://genome.cse.
ucsc.edu) and Toronto (http://projects.tcag.ca/variation) tools.
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Table 1. Small and large scale chromosomal imbalances in Burkitt tumors.
Tumors Age (years)/Sex CNA Coordinates (Mb) Cytogenomic karyotype
28787 4/F —2p23.1p16.3 <31.32-49.17> 46,XX,der(3)t(3;7)(92;7),t(8;14)(924.2;932.3)[15]
—3q26.3927.1# <183.94-185.30>
+7q21.1qter <87.24-158.6>
—12921.3# <79.246-80.19>
29123 8/M +1g21.1925.3 <143.72-182.28> 47,XY,dup(1)(921025),t(8;14)(q24.2;,932.3),
—13q21.1g21.2 <52.77-57.69> del(17)(p11),+ mar{15]
+13g21.3g33.1 <69.49-103.22>
—13g33.1934 <103.63-109.46>
—17pterq11.1 <0.04-22.33>
29124 32/M no statistically significant CNA 46,XY,1(8;14)(q24.2;932.3)[150]
29125 68/F —1p31.1p12 <71.21-119.36> 47~49,XX,del(1)(p13p31),t(2;8)(p11.2;q24.2),
+1921.1932.1 <148.08-205.17 der(3)t(3;7)(q27;7),—9,+ add(11)(p15),+ mars[15]
—3q28qter <190.07-194.87>
—4pl16.1p14 <10.88-37.52>
—4q32.1qter <161.36-191.12>
—9pterp13.3 <0.32-33.06>
—9q12q34.1 <66.22-129.48>
—11pterp13 <3.3-3241>
+11g22.1qter <101.45-133.95>
—13q14.1q14.3 <40.4-51.07>
29127 9/M no statistically significant CNA ish t(8;14)(q24.2;932.3)(wcp8+wcp14+; wepl14+,wcp8+)
29139 82/M —1p36.3p35.3 <3.64-29.63> 47,XY,der(3)del(3)(p?)t(3;7)(2;2),1(8;14)
—3pterp11.1 <0.22-90.26> (924.2;,932.3.3),+mar[15]
+3q11.2qter <95.29-199.28>
—6q13qg22.1 <75.21-114.87>
—9p21.3[x0.25] # <21.73-2231>
+10pterp14 <0.13-9.39>
—11q13.5qter <75.18-133.72>
—13q12.1q14.1 <20.35-42.57>
—13921.2g31.3 <59.28-93.42>
—13q32.3qter <99.06-112.61>
—14q12921.3 <26.52-43.84>
+18q11.1qter <16.9-76.08>
29140 12/M no statistically significant CNA 46,XY,1(8;22)(q24.2;,911.2)[15]
29141 41/M +1921.1925.3 <144.28-181.75> 46,XY,1(8;14)(q24.2;932.3),der(13)t(1;13)(%;2)[15]
—13g31.1931.2 <84.36-86.95>
—13qg33.1qter <103.63-114.07>
29142 61/F no statistically significant CNA 46,XX,t(8;14)(q24.2;q932.3)[15]/idem,del(4)(q24q31)[4]
29143 62/M no statistically significant CNA 46,XY,1(8;14)(q24.2;932.3)[15]
29145 57/M +1g21.1925.3 <143.72-178.73> 46,XY,dup(1)(q21925),der(14)t(8;14)(q24.2;q32.3)[15]
+8qg24.2qter <128.81-146.25>
—11g24.1qter <120.99-133.76>
29146 55/M no statistically significant CNA 46,XY,1(8;14)(q24.2;q32.3)[15]
29147 15/M +2p16.14# <60.96-61> 46,XY,1(2;8)(p11.2;q24.2),add(13)(q?)[15]
+8p23.1# <10.1-11>
+13931.3932.3 <89.58-99.61>
—13qg32.3qter <99.87-114.07>
Results from chromosomal banding are in plain characters and # indicate small size CNAs.
doi:10.1371/journal.pone.0007089.t001
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Table 2. Small and large scale chromosomal imbalances in Burkitt cell lines.

Cell Lines CNA Coordinates (Mb) Cytogenomic karyotype

BL2 +1921.1931.3 <142.11-193.88> 46,XY,der(1)dup(1)(q21.1931.3)dic(1;7)(q31.3;q10),
—6q24.1qter <142.01-170.82> dic(1;6)(q10;924.1),t(8:22)(q24.2,q11.2),
+ 7q11.2qter <61.47-158.57> del(10)(p12.1),der(13;13)(q10;q10)[15]
—9p21.3[x0,05]% <21.89-22.54>
—10pterp12.1 <0.11-38.66>
+13
—15q147 <34.61-35.52>

BL31 +1921.1g31.1 <142.56-184.06> 46,XY,dup(1)(g21.1931.7),t(8;14)(q24.2,932.3),
—10p14p11.2 <11.25-36.95> del(10)(p14p11.2),der(13)del(13)(q13.131.2)
—13913.1931.2 <32.35-87.94> dup(13)(q31.2qter)[15]
+13q31.2qter <88.01-112.92>

BL41® +1q12q21.1 <141.46-142.87>[x2.6] 84~89,XXYY,dup(1)(p36.1p35.1),dup(1)(q12q25.3),
+1921.1 <142.87-143.28>[x3.8] del(2)(p16.336.3),del(3)(q13.1g21.3)x2,—4,
+1921.1925.3 <143.28-180.03>[x2.6] der(4)(4pter->q32.2:7->7:->4q35.1->4qter),
+1932.17% <200.97-201.36> del(6)(6p12.3912),+7x2,—8,
+2p16.1p15 <60.82-62.21>[x3] 1(8;14)(q24.2;,q31.3)x2,del(9)(p24.1g22.1),
+2p15p14 <62,22-65,11>[x1,8] del(11)(p15.1022.3),del(16)(p11.2q23.2),
—2p12qter <79,22-230,59>([x0,75] del(17)(p77.2x2,dup(17)(q21.3qter),
—3q13.1921.3 <106,02-131,82> del(18)(p11.31922.3)+20,
—3q26.3 <176,02-178,83> der(22)1(11;22)(q22.3,q13.3),mar(s)[15]
—4p16.2q13.3 <4,92-71,26>[x0,75]
—4q22.1935.1 <90,69-187,4>
—5q33.17% <150,42-151,29>
—5q33.2% <154,144-155,125>
—6pterq12 <0,1-67,66>[x0,75]
+7
-8
—9p24.1p21.1 <7,5-32,13>[x0,75]
—9p13.2933.1 <37,92-119,58>[x0,75]
-1
+12p13.3% <5,88-7,27>
—15q14% <33,47-33,5>
-16
—17pterp11.2 <0,02-19,68>
+17p11.27 <19,69-21,44>
+17921.3qter <41,06-78,65>
-18
+20
—22q13.3qter <44,82-49,5>

BL70 +1921.2925.2 <146,81-176,59> 47,XY,dup(1)(q21.2925.2),del(2)(q1324.1),
—2q13q24.1 <110,18-156,88> +7,1(8;14)(q24.2;,932.3),t(12;22)(q12;q13)[15]
+7

BL84 +1 50,XY,+Y,+1,der(3)del(3)(p22.1p12.3)del(3)
—3p22.1p12.3 <41,97-76,58> (q26.2928),+5,t(8;22)(q24.2;411.2) +der(8)t(8;22)
—3q26.2% <172,08-172,15> (924.2,911.2)[15]
—3q26.3928 <184,06-191,84>
+5
+8pterq24.2 <0,06-129,15>
+22q11.2q13.3 <21,58-49,05>
+Y
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Table 2. Cont.

Cell Lines CNA Coordinates (Mb) Cytogenomic karyotype

BL104 —4q13.2921.1 <67,38-77,21> 47,XX,t(1;3)(q24;p25),t(8;12)(p23;q24),
—4q28.3q31.2* <136,56-151,65> 1(8;22)(024.2,q11.2) +inv(12)(?p13q24.2)(8)/
—4q34.17% <174,14-174,94> 47 XXX(1;3),der(4)del(4)(q13.2q21.1)t(4;2)(q21.1,7),
—4q34.3935.1 <182,3-186,69> der(4)del(4)(q28.3q35.1)t(4;7;12)(q35.1;%;7),
—5p13.2% <36-37,44> t(8;22),der(9)del(9)(q21.3q31.1)t(4,9;12;2)(?;7q31,7;?)
—9921.3g31.1 <79,24-100,39> 1der(12)t(5,12)(q13.2;2),+der(12)(4:5;12)(2;:7;2) [7]
+12

BL LAL no statistically significant CNA 46,XY,t(8;14)(q24.2;,932.3),1(12;22)(q12;911.2)[15]

BLMer —3p14.27 <60,28-60,64> 47,XY,1(5:22)(q12;913),(8;14)(q24.2,q32.3),
—5q11.2q12.13% <58,88-59,12> +13,der(18)t(13;18)(q12.2;21.2),
+13q12.2qter [x2] <27,74-114,12> der(19)del(19)(q13.2qter)dup(19)(q13.1g13.2)[15]
—18q21.2qter <51,67-76,11>
+19913.1913.2 <40,69-46,22>
—19q13.2qter <46,54-63,78>

Ly47 +1q43q44 <236,62-245,43> 47, XY +Y,dup(1)(q43q44),der(6)t(3;6)(6pter->6G24.1:
—3p1 42% <60,36-60,54> :3926.3->3qter),der(8)(8pter->8q24.2::22q11.2>22q12.3
+3g26.3qter <176,05-199,38> :8q21.2.->8q24.2::22q11.2->22qter),
—6q24.1gter <142,16-170,83> der(11)(11pter->11q273::16q21->16qter),
+8021.2924.2 <86,91-129,16> del(14)(g31.3qter), der(18)(11q2?3::18p11->18qter),
—14q31.3qter <88,09-106,34> der(22)t(8;22)(q24.2;q11.2)[15]
+16qg21qter <62,92-88,67>
+22q11.2912.3 <21,58-31,49>
+Y

LY91 no statistically significant CNA 46,XX,1(2;8)(p11.2;q24.2)[12]/46,XX,idem,

der(13)t(1;13)(q32.1,p12)[3]

Namalwa +1pterp36.1 <1,74-18,8> 45X,2-Y,dup(1)(pterp36.1),dup(1)(q11g31.1),
+19129g31.1 <141,5-186,86> der(3)t(3;4)(3qter->3p11.1::4p11->4qter),
+1q447 <240,24-241,35> der(3)(3pter->3q29::5q12.1->5q23)-4,
—3p25.1p11.1 <15,3-90,39> der(5)(5pter->5q12.1::5q23->qter),
+3q26.1qter <163,87-199,32> der(6)t(3;6)(3926.3;6p22.2),+7, dup(9)(g34.1qter),
—4pterp11 <0,62-48,92> der(10)del(10)(q22.1923.1)t(3;10)(q28;p24),
—5q11.2q12.1 <53,99-61,52> der(14)del(14)(q12q24)t(8;14)(q24.2,932.3),
—6pterp22.2 <0,33-24,68> der(17)t(3;13;17)(3p?ter::17p12::hsr13q22->q32:
+7 :17p11.2->17qter)dup(18q21.1921.3)[17]
+9g34.1qter <127,34-138,34>
—10922.1923.1 <71,66-83,88>
+13q922.3931.2 <76,54-92,10>[x4]
+13931.3g32.1 <92,11-95,82>[x5,7]
—14q12924.3 <31,73-75,3>
+17p12p11.2 <15,47-21,1>
+18921.121.3 <44,13-55,48>

OKU +2pterq21.3 <0,02-136,96> 46,XY,+del(2)(q21.3),-6,1(8;22)(q24.2;,911.2)[5]/
—8pterp12 <0,16-29,88> 47,XY,+del(2)(g21.3),
+10922.1qter <71,61-135,31> der(8)(22qter->22q11.2::8q24.2>8p12::10q22.1>10qter),
+15qg26.2qter <92,15-100,21> der(8)t(8;15)(8qter->8p2?3::15926.2->15qter)[11]

Ramos** —3p14.2% <60,43-60,53> 45,X,2-Y,del(3)(q12.3g21.3),inv(4)(p14q21),
—3q12.3¢21.3 <102,69-129,51> del(6)(g22.3G23.2),t(8;14)(q24.2;932.3),
+3g23qter <143,27-199,32> der(16)t(7;16)(q11.2;p13), der(17)(17qter->17p11.2:
—5g31.2% <138,16-138,27> :hsr(13)(q14q31),
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Cell Lines CNA Coordinates (Mb) Cytogenomic karyotype
—6022.3q23.2 <121,26-134,4> der(18)(18pter->18q21.3:18q12.1->18g21.3:
+7q11.2qter <72,27-158,61> :3q23->3qter)+r [111/44,idem,-r[4]
+11q23.1# <110,62-110,81>
—13q12.1q14.1 <25,14-39,85>
+13q14.1 <40,25-45,19>
+13g21.3g31.1 <70,41-85,36>
—13931.1931.2 <85,4-87,85>
+13931.2933.1 <87,87-101,55>
—13qg33.1qter <101,56-109,37>
—17pterp11.2 <0,02-20,58>
+18q12.1921.3 <27,21-53,62>
—18qg21.3qter <52,65-76,11>
—Xq21.3 <88,85-92,1>
Salina +1921.2931.3 <146,66-192,35> 46,XX,dup(1)(g21.2931.1),t(8;14)(q24.2;q32.3)[9)/
—4p15.3p15.2 <18,2-23,74> 46,sl,der(4)t(4;10)(q34.3,923.3)41/
—4q34.3935.2 <179,18-191,31> 46,5d11,der(4)t(4;?)(4p15.2;7)[2]
+10923.3q24.3 <96,97-105,61>
Séraphina +1g21.1qter <142,57-245,43> 48,XX,der(2)t(1;2)
+2pterp24.3 <0,02-14,02> (1qter->1q21.1:22p25->p24.3::2p25->2qter) +4,
+4 der(6)t(6;?)(?::6p22.1->6qter),t(8;14)(q24.2;q32.3),
—5g33.3% <158,08-158,18> +15,dup(16)(g23.2qter),del(18)(p11.2)[15]
—6p24.2p22.1 <11,2-28,88>
+8q24.2% <128,71-128,95>
+15

—18p11.3p11.2
+16q23.2qter
—20q11.2%

<0-1511>
<79,59-88,69>
<32,51-32,65>

*BL104 has a complex rearrangement on 4q.

**Ramos has a very complex rearrangement on 13q.

#indicate small size CNAs.

%In BL41, the 1912¢25.2 gain was segmented due to the presence of two amplicons.
Results from chromosomal banding are in plain characters, those from FISH (see supplementary data table 1) are in bold and those from aCGH are in italic.
doi:10.1371/journal.pone.0007089.t002

Eighty one of the 145 small CNA were mapped to Mendelian CNV
(mCNYV) in the Database of Genomic Variants. Among these
mCNV, there were very frequent CNVs overlapping the large
group of olfactory receptor genes, the UGT2B17 and UGT2B28
genes. The genes encoding the HLA group were also detected
within these common CNVs. In our set, the GSTT1 gene exhibited
the most frequent CNVs. This locus was gained (5 copies) in 7 cases
and homozygously lost in three cases.

Immunoglobulin Somatic Copy Number Variation
Thirty-eight of the small CNA were mapped to the immuno-
globulin loci at chromosomal subbands 2p11.2 (IGK), 14q32.3
(IGH) and 22q11.2 IGL) (Table S2, Figure 2, Figure S1, Figure
S2, Figure S3, Figure S4, Figure S5, Figure S6, Figure S7, Figure
S8, Figure S9, Figure S10, Figure Sl11). These acquired
monoclonal alterations were ascertained only by the 244 K
aCGH platform. The IGH locus was rearranged in all cell lines
(14/15 on the two chromosomes), with a specific pattern for each
cell line and it expressed surface IgM. In addition, IGK gene
rearrangements were also detected in all cell lines (8/15 biallelic).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

IGK was homozygously rearranged in the only t(2;8). IGL locus
somatic rearrangements were observed in 10 cell lines (7 biallelic).
The other 5 cell lines, whose IGL locus was in germline
configuration, only exhibited surface IgK expression (Table S2).
In the t(8;22) the IGL gene was rearranged on the two alleles in 4
cases. The only hemizygote was observed in the OKU cell line
(Figure S8) which expressed IGK. These results, consistent with
the germinal center nature of BL cells, and the processes of
maturation of immunoglobulin, show a very good concordance
between immunophenotype and aCGH results.

Other Small Somatic Copy Number Alterations

Among the 26 remaining small-scale CNA (Tables 1 and 2), 16
imbalances were localized to either intergenic regions or predicted
gene sequences of unknown function. The significance of these
CNA remains to be determined. Ten imbalances were mapped to
regions containing characterized genes, many of which play roles
in tumorigenesis and B-cell differentiation and proliferation. These
genes allowed either the narrowing of the minimal critical regions
or remained as a single CNA (see below).
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Figure 1. Correlation karyotype-high resolution aCGH. A RHG-banded karyotype of Ly47 showing 2 normal chromosome 16 (arrow). B
Karyogramme of Ly47 cell line showing a gain of chromosome 16 (arrow). C FISH with whole painting of chromosome 16 confirmed aCGH result. The
additional piece of chromosome 16 was translocated at the long arm of chromosome 11. D RHG-banded karyotype of Ly91 showing an add(13)(p12)
which is presented in 20% of cells (arrow). E Karyogramme of Ly91 cell line showing a non segmented gain on 1q (arrow). F FISH with whole painting
of chromosome 1(red) and 13(green) allowed to identify the origin of the material translocated at 13p. Hence, the add(13) became a der

(13)t(1;13)(932.1;p12).
doi:10.1371/journal.pone.0007089.9001

Analysis of large-scale copy number alteration

The total number of CNA >2 Mb was 136 in cell lines and
tumors (Table 1). There were 17 whole chromosome gains or
losses and 119 structural CNA (sCNA). The distribution of these
sCNA was bimodal, with primary tumors or cell lines tending to
have either a large number or no large CNA. From the frequency
analysis, we observed the general trends of 1q (12/27), 13q (7/27),
7q (6/27), 8q (4/27), 2p (3/27), 11q (2/27) and 15q (2/27) gains
whereas losses were more frequent at the following chromosomal
regions: 3p (5/27), 4p (4/27), 4q (4/27), 9p (4/27), 13q(4/27), 6p
(3/27), 17p (3/27), 6q (2/27), 11pterpl3 (2/27) and 14q12q21.3
(2/27).

Minimal critical region altered in BL

Some of these CNA were recurrent across different samples and
allowed us to define 21 MCRs of gain/amplification or loss/
deletion (Table 3). A nearly equal number of lost and gained MCR
were defined and their median size was 4.96 Mb (range 0.04—
71.36 Mb).

The most frequent gained region was 1q followed by 13q. Three
different MCRs were mapped to 1q. The proximal one was mapped
to 1q21.1925.2. The BL 41 cell line exhibited a 6.3 Mb amplicon
localized at 1q21.1q21.3 <142.87-149.17 Mb> (Fig. 3A+B+C).
The region exhibiting the highest copy number (as many as 7
copies), contained 14 genes and among them, BCA2 and PIAS3
seemed to be possible oncogenes. Two other MCRs were isolated
on 1q (Table 3). Three different MCRs were mapped to 13q
(Table 3). The most frequent one mapped to 13q31.3q32.1,
contained the Namalwa cell line amplicon (Fig. 3F). A 240 Kb
MCR at 8q24.2 encompassed MYC. A loss of 13q33.1q34 was only
found in tumors. In our set, the most frequent deleted region was
3pl14.2 followed by 9p21.3 and a deletion of 17p (Table 3).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Discussion

In this work, we report a fine mapping of chromosomal imbalances
in a set of 27 BL primary tumors and cell lines. Whole-genome 44 K
and 244 K oligonucleotide arrays were used to analyze recurrent
copy number alterations present in tumors and cell lines respectively.

Comparison of the 15 dye-swap pairs from cell lines revealed
identical aberrations. In most cases, the boundaries of the chromo-
somal aberrations were absolutely identical. The dye-swap helped to
reduce the background level. Whole-genome oligonucleotide micro-
arrays aCGH analysis allowed us to delineate the chromosomal
imbalances at 15~20 Kb resolution in the 15 cell lines (244 K) and at
70 Kb average resolution in the 13 primary tumors (44 K).

Each sample was also investigated using conventional cytoge-
netics. Close agreement between karyotype data and whole-
genome aCGH CNAs was observed. When discrepancies occurred,
they were mostly explained, 7) by a lack of detection due to
karyotype resolution; %) by aCGH locally blurred heterogeneous
cell clones, or normal cell contamination in the sample; i) by the
presence of balanced chromosomal rearrangements. In addition to
BL hallmark anomalies, 4 other apparently balanced translocations
were detected exclusively by conventional cytogenetics, as expected
(Table 2). The karyotypes of the 11 previously published cell lines
were essentially identical to those reported elsewhere [15,16].

Four cell lines (BLLAL, OKU, SALINA, BLMer) have been
karyotyped for the first time in the present paper. The BLMer cell
line was established from a recurrent tumor (case 29124).
Karyotype analysis of BLMer showed the same anomalies as
observed in the parental tumor (data not shown). Although cell lines
cannot fully recapitulate all the biological aspects of tumors [11],
the chromosomal alterations observed in cell lines are represen-
tative of their parent histology [17].
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Figure 2. Inmunoglobulin Somatic Copy Number Variation. The immunoglobulin loci at chromosomal subbands 2p11.2 (IGK), 14932.3 (IGH)
and 22q11.2 (IGL) showed acquired monoclonal alterations by the 244 K aCGH platform. The segmented rearrangements were identified by a stained
rectangle and the individual oligonucleotides are identified by a bold dot. The Y axis is the chromosomal position, the X axis is the ratio (loss is to the
left). A to D, S1: The IGH locus was rearranged in all cell lines (14/15) on the two chromosomes, with a specific pattern for each cell line. BL2 and BL31
have a t(8;14). A to D, S1: IGK gene rearrangements were detected in all cell lines and 8 have a clear biallelic rearrangement including LY91 the only
t(2;8). A to D, S1: IGL loci somatic rearrangements were observed in only 10 cell lines (7 biallelics) including four cases of t(8;22) as in BLAL. Other cell

lines are presented as supporting figures.
doi:10.1371/journal.pone.0007089.g002

In the primary tumor subgroup with CNA =1 (n = 6), the mean
number of CNA per sample was 6 versus 9 for cell lines (n = 14),
showing the same order of magnitude.

Partial duplication of the PVT1 mi RNA locus: a role in BL?

In the BL 84 and Ly 47 cell lines, the der(8)t(8;22) was totally
and partially duplicated respectively. This allowed the high-
resolution mapping of the translocation. The MYC 3’ breakpoints
were mapped to the PVTI locus that harbors mirl204, mirl205,
mir] 206 and mir]207 [18]. Among these genes, only mir1204 and
mir]205 were duplicated in the two cell lines (Fig. 4). The
localization of these micro-RNAs in the 8q24 region raises
questions. Are these micro-RNA implicated in lymphomagenesis.
Are BL variant translocations a distinct group?

CNAs and CNVs in BL

A total of 145 CNA =2 Mb were detected. Among them, there
were 81 CNA mapped to Mendelian CNV. GSTT1 was the most
polymorphic gene in our set. GSTT7 is a member of a multigenic

@ PLoS ONE | www.plosone.org

family of detoxifying enzymes [19]. Four classes of isoenzymes
have been linked to human malignancy: GSTM, GSTP, GSTA
and GSTT. Several studies have shown that individuals who
harbor GSTMI~"~ or GSTT1~ '~ as well as GSTPI variants are at
an increased risk for a series of tumors [19,20]. Further studies are
required to clarify its role in Burkitt’s lymphoma.

CNV are not totally neutral variants. Many recent studies have
directly and indirectly implicated some Mendelian CNV in
genomic disorders [21,22]. A 560 Kb low-level amplification of
the 2p23 region was found in the BL. Mer cell line and its parental
tumor, and confirmed by FISH (Figure 3 L, J). This region harbors
only BIRC6 gene which encodes an inhibitor of apoptosis and a
chimeric E2/E3 ubiquitin ligase [23]. However, the 3 copies on
chromosome 2 and the single copy on the other chromosome have
the same boundaries as a reported CNV. Interestingly, germline
amplification of BIRC6 was found in patients with a family history
of pancreatic cancer [24].

Somatic CNVs mapped to the immunoglobulin locus [25,26]
were the second type found in our study. BLs have clonally
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rearranged IGH, IGK and IGL chain genes, hence these
rearrangements can be detected by the 244 K aCGH platform
that showed a high sensitivity between the oligonucleotide arrays
[27]. The rearranged pattern is highly specific of each individual
malignant cell line confirming that they are monoclonal
proliferations. Several oligonucleotides have an intermediate value
between one and two copy losses (Figure 2, Figure S1, Figure S2,
Figure S3, Figure S4, Figure S5, Figure S6, Figure S7, Figure S8,

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 3. Minimal critical regions issued from tumor and cell lines.
Cytogenetic band position (Mb) Size (Mb) Gain/Loss  Cell lines Tumors Cancer-related genes in the region miRNA
1921.1925.2 142,87-177 34,13 G 8 3 >300 genes, BCLY9 PIAS3 BCA2 LHX4
1932.1 200,97-201,36 0,39 G 3 0 MDM4 PIK3C2B LRRN5
PLEKHA6 PPP1R15B
1q44 240,24-241,35 1,11 G 4 0 ADSS HNRPU AKT3 ZNF238
Clorf121 FAM36A Clorf100
Clorf101 LOC440742
2p16.1 60,96-61 0,04 AMP 2 1 REL
3p14.2 60,43-60,53 0,1 L 4 1 FHIT
4p15.3p15.2 18,2-23,74 5,54 L 3 1 SLIT2 PPARGCTA GBA3 KCNIP4
MGC29898 GPR125
4q34.1 174,14-174,94 0,8 L 2 1 HMGB2 SAP30 HAND2 MORF4
SCRGT GALNT7 GALNT17
4q34.3q35.1 182,3-186,69 4,39 L 3 1 SLC25A4 CASP3 DCTD ACSL1
ING2 IRF2 CARF LRP2BP STOX2
FLJ12716 MLF1IP WWC2 SNX25
ENPP6 FLJ30277 RWDD4A
FLJ33167 ANKRD37 HELT
6p24p22.4 11,2-26,4 15,2 L 3 0 >60 genes BMP6 FOXC1 IRF4
MAK SSR1 TFAP2A RIPK1
PRPF4B EEF1ET NRN1 EXOC2
WRNIP1 RIOK1 HUS1B CAGE1
6q24.1qter 142,16-170,83 28,67 L 2 0 135 genes, PDCD2
7921.1qter 87,24-158,6 71,36 G 5 1 444 genes
8q24.2 128,71-128,95 0,24 G 3 1 myc mir-1204
9p21.3 21,89-22,31 0,42 L 2 2 CDKN2A/CDKN2B
11pterp13 pter-32,41 3241 L 1 1 235 genes, FANCF,PLEKHA7
11g23.1 110,62-110,81 0,19 G 1 1 POU2AFT1 Cllorf53 FLJ45803
13g31.3gq32.1 89,58-96,81 7,23 AMP 5 2 GPC5 DCT DNAJC3 CLDN10 mir-622 mir-17
GPC6 ABCC4 SOX21 DZIP1 TGDS mir-18a mir-19a
UGCGL2 GPR180 HS65T3 mir-20a mir-19b-1
mir-92-1
13q32.2 97,79-97,85 0,06 G 4 2 FARP1
13q33.1934 103,64-112,61 9,3 L 0 3 INGT COL4A2 COL4A1 RAB20 LIG4
TNFSF13B EFNB2 ERCC5 FGF14
PCCA SLC10A2 IRS2 ARHGEF7
TNFSF13B ANKRD10
14q12q21.3 26,52-43,84 17,32 L 1 1 44 genes, FANCM mir-624
15qg26.2qter 92,15-100,21 8,06 G 2 0 25 genes MCTP2, IGF1R, PCSK6
17pterp11.2 0-19,68 15,36 L 2 1 >200 genes TP53 mir-22 mir-132
mir-212 mir-195
mir-497 mir-324
doi:10.1371/journal.pone.0007089.t003

Figure S9, Figure S10, Figure S11). This could be related to
further rearrangements of IG genes in subclones. According to the
genetic model of lymphomagenesis, the frozen differentiation stage
might reflect the cell type in which the primary translocation
t(8;14) took place leading to maturation arrest. An alternative
hypothesis is that mature aggressive B-NHL originate from cells
with stem-cell features or that stemness was acquired during
lymphomagenesis by epigenetic remodeling [28].
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CNAs distribution

In our study, the distribution of the CNA >2 Mb was bimodal,
with 6/12 primary tumors and 13/15 cell lines exhibiting
additional abnormalities to the IG/MYC translocation, in
accordance with the low number of chromosomal changes
previously reported [29,30]. A smaller group with partial
uniparental disomy resulting in loss of heterozygosity without
chromosomal imbalances besides classic chromosomal instability,
has been reported in BL [29].

Gains were more frequent at the following regions 1q (12/27),
13q (7/27), 7q (6/27), 8q (4/27), 2p (3/27), 11q (2/27) and 15q
(2/27). Ten MCRs were observed.

In BL, the most frequent additional anomaly is the duplication

of 1q [8,31].

MCRs on chromosome 1
Three MCRs were observed on 1q. The major one was
localized at 1q21.1q25.2 <142.87-177.00>. In a recent study

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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using tiling-resolution aCGH, this MCR was larger and mapped
to 1q12g25.2 [31]. In the BL 41 cell line, the 1q21.1q21.3
<142.87-149.17> region harbored a 6 Mb amplicon (Fig. 3A, B,
(). In a recent study, a 1.35 Mb minimal deleted region <143.65—
145.00>, was associated with developmental defects [32]. This
region overlapped the BL41 amplicon, but the copy number peaks
(<142.87-143.28>) seemed to be different. The genomic
structure of 1g21 is extremely complex, with at least 4 large
segmental-duplication blocks ranging in size from 270 Kb to
2.2 Mb. Consequently, these duplicons favored the non-allelic
homologous recombination which might explain both the
congenital anomalies (Mefford et al., 2008) and malignancy,
particularly lymphoma. Although lq rearrangements have no
impact on the prognosis of BL [9], amplification does nevertheless
contribute to tumor development [33]. BCA2 and PIAS3 that
mapped at the maximal amplitude of the BL. 41 amplicon are thus
candidate driver genes in this amplicon. BCA2 has E3 ubiquitin
ligase activity and was found to be overexpressed in invasive breast
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cancer [34]. PIAS3 codes for the Protein Inhibitor of Activated
STAT3. PIAS3 signaling has been shown to prevent apoptosis and
enhance cellular proliferation through the regulation of genes such
as MYC [35]. Overactivation of STAT3 has been identified in
many cancers [36].

The second 1q MCR was 1g32.1 <200.97-201.36>. It
encompasses ADM4. This gene has not been implicated in BL,
but MDM#4 inhibits P53, and in vivo development of B-cell
lymphomas in Ep-myc MDM4* ™~ mice is delayed compared to
that occurring in Ep-myc MDM4** mice [37].

The third 1 MCR was 1q44 <240.24-241.35>. It harbors AKT3
which is one of the 3 isoforms of AKT. The latter is a Ser/Thr kinase
in the PTEN/PI3K/AKT pathway and activation of AKT is often
observed in human cancers [38]. In primary hepatocellular
carcinoma, AKT3 was up-regulated as a result of a gained 1q44
region [39]. In the Namalwa cell line, a 0.4 Mb low-level
amplification (5 copies) at 1q25.2 <176.6-177> containing 5 genes
was detected. Among them, LHX4, a LIM homeobox 4 was found to
be amplified by FISH (Fig. 3D+E). LHX4 is the partner of IGH in
t(1;14)(q25;q32) detected in pre-B acute lymphoblastic leukemia [40].

MCRs on other chromosomes

The second most gained arm was 13q. The major MCR was
13g31.3932.1 <89.58-96.81> containing a 6.24 Mb amplicon
<89.58-95.82> (Iig. 3F) as frequently seen in lymphomas but
also across a broad range of tumor types [41]. The proximal
segment of this amplicon contained microRNA-17 polycistron
[42,43] which was stably upregulated in the presence of

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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constitutive MYC expression [44]. The highest copy number
segment harbored 12 genes, including GPC5, GPC6 and ABCC4.
Glypican genes (GPC5 and GPC6), belong to a family of heparan
sulfate proteoglycans that are constantly expressed and up-
regulated in rhabdomyosarcoma with an amplified 13q31q32
region [45]. However, in case 29147 and in Namalwa cell line, the
DNA copy number of GPC) argues against this gene as the driver
of the amplification. ABBC4 (MRP4), which encodes the multi-
drug resistance protein, could also play this role. It was present in
12 copies in the Namalwa cell line. It was found to be amplified in
several drug-resistant cell lines derived from various malignancies
[46]. ABB(C4 transcripts were found upregulated in a set of BL with
gain of 13q31q32 region [30].

On chromosome 8, MYC was the only gene contained in a
240 Kb gained MCR at 8q24.2, originating either from t(8;14)
and t(8;22) rearrangements.

A 2pl6 MCR contained a 40 Kb amplicon in BL 41. It
harbored REL (Fig. 3G, H), a member of the NI-xB family of
transcription factors, which was found to be amplified in primary
mediastinal B-cell lymphoma [47].

The 11g23.1 MCR mapped to <110.62-110.81> contained
POU2AFI, a B-cell specific transcriptional coactivator which is
amplified in multiple myeloma [48].

A 1.8 Mb amplicon was found at 17p11.2, in the BL 41 cell line,
with a 381 Kb peak of 10 copies <20.72-21.10> containing four
genes of mostly unknown function. The proximal and distal
boundaries of this amplicon with 7 copies, contained two kinases
genes, AKAPI0 and MAP2K3. The genomic structure of 17pl1 is
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complex, with several segmental-duplication blocks including one Supporting Information

totaling 183 Kb.
Table S1 Commercial and BAC probes used to validate aCGH

Gene loss regions in BL ;“CSURZ : doi:10.1371/j 1 0007089.s001 (0.07 MB
The most frequent deleted arm was 3p in four cell lines and D%“é) at: - dot:10. journal.pone. s 0.

one tumor, a rare finding in BL. A 100 Kb MCR localized at

3pl4.2 <60.43-60.53> contained the 5" exon of FHIT (Fragile Table $2 Clonal Immunoglobulin phenotype linked to chromo-
Histidine Triad) (Fig. 5), a finding in agreement with earlier somal abnormalities and acquired CNV

studies [49]. Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.5002 (0.08 MB
On 9p, the 420 Kb MCR harbored CDEN24/CDENZ2B, a gene DOC)
rarely reported to be impaired in BL [50].
On 13g33.1q34 a 10 Mb MCR, detected only in three tumors, Figure S1 BL41 cell line.
harbored more than thirty genes. Among these INGI, COL4A2, Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.s003 (0.11 MB JPG)
COL4A1, RAB20, LIG4, TNFSFI3B, all in a small region, could
constitute the target of this loss. In case 29125 a single10 Mb deletion
at 13q14.1q14.3 removed the critical mir-16-1 and mir-15a involved
in CLL [42]. This rearrangement is not observed in the 15 cell lines. Figure $3 BL84 cell linc
On 17p, a large 19.86 Mb MCR had removed P53 as well as Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.s005 (0.12 MB JPG)
several other genes. Mutations in the P55 gene have been found in : .
at least 33% of BL biopsy specimens [51] and in as much as 83% Figure $4 BL104 CCH. line
of BL cell lines [52,53]. Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.s006 (0.12 MB JPG)

Some single deletions were observed. In case 28787, a deletion Figure S5 BLMer cell line
at 2p23.1p16.3 particularly removed MSH2 and MSH6 genes that  gound at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.5007 (0.12 MB JPG)
do not seem to be frequently altered in lymphoma [54]. EBFI
(5g33.3 <158.08-158.18>), the early B cell factor was lost in Figure 86 Ly47 cell line
Seraphina_ In a recent work on ALL, mono-allelic deletions of Found at: d01101371/Journalpone00070895008 (011 NIBJPG)
EBF1 were emphasized [55].

High resolution aCGH is a powerful method that allowed a fine
mapping of additional unbalanced chromosomal abnormalities in
BL, but karyotype still remain an essential tool to rapidly identify Figure 88 OKU cell line
balanced chromosomal translocations. A subgroup of BL without Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.s010 (0.12 MB JPG)
CNAs, warrants further investigation (SNP array, whole genome
sequence) in order to find the necessary additional oncogenic events
to the MYC rearrangement [4]. The identification of the target
genes of the large MCR will need correlations with other genomics Figure S10 Salina cell line
data sets (gene expression, nucleotide sequence, epigenetic...) in Found at: doi:10.1371/journal.pone.0007089.s012 (0.12 MB JPG)
order to make the low throughput functional gene studies.

With regard to additional chromosomal abnormalities studied
by cytogenomics, BL appears to exhibit non-random genetic
heterogeneity as revealed by this study. The MCRs remain to be
fully functionally characterized in order to design targeted and Acknowledgments
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Introduction

Le carcinome adénoide kystique (CAK) est une tumeur constituée par de types 2 de
cellules malignes : épithéliales ou luminales, et myoépithéliales ou basales [El-Naggar and
Huvos, 2005]. Ces cellules s’organisent selon trois configurations morphologiques majeures:
tubulaire, cribriforme et solide. Tous les systémes de stratification des CAK se basent sur la
présence et la quantification de la composante solide qui est corrélée a un mauvais pronostic
[Perzin et al., 1978; Szanto et al., 1984].

Le CAK est une entité rare d’adénocarcinome [Bell et al., 2010] et représente a peu pres
1% de I’ensemble des cancers de la région orale et maxillo-faciale [Kokemueller et al., 2004].
Cette tumeur, décrite pour la fois en 1856 par Billroth comme un cylindrome, est
communément classée dans le groupe de tumeurs des glandes salivaires, bien qu’elle puisse
survenir dans n’importe quel site anatomique abritant une glande exocrine séromuqueuse
[Gondivkar et al., 2011].

Au niveau pronostic, le CAK est un carcinome difficile a classer. Le plus souvent
indolent au début de la maladie, il se comporte comme un bas grade, puis au cours de
I’évolution, il se caractérise par des récidives locales et des métastases tardives. En dépit
d’une résection chirurgicale associée ou non a une radiothérapie postopératoire, 40 a 60% des
patients ayant une tumeur des glandes salivaires développent des métastases a distance et 80 a
90% des patients meurent dans les 15 ans qui suivent le diagnostic [Bell et al., 2010].

L’invasion par voie lymphatique est rare et elle survient souvent par voie hématogene
dans les stades évolués de la maladie [Huang et al., 1997]. Ce type de carcinome a tendance a
envahir les nerfs, une caractéristique qui, bien qu’elle ne soit pas pathognomonique, suggere
la mise en place de voies moléculaires spécifiques a 1’origine de ce neurotropisme [El-Rifai et
al., 2001]. C’est une tumeur qui produit abondamment des composants de la membrane basale
et de la matrice extracellulaire ce qui pourrait étre li¢ a de nouveaux mécanismes génétiques
de différenciation.

Au total, le CAK correspond a une tumeur constitutionnellement biphasique ayant une
croissance lente, avec des récidives locales et des métastases a distance inéluctables. Les
mécanismes moléculaires a ’origine de I’initiation et la progression de ce type de carcinome
sont mal compris. Nous avons étudié par CGH array de haute de résolution 17 tumeurs de
CAK a la recherche de remaniements récurrents impliquant des génes spécifiques pouvant

avoir un role dans la carcinogenese de cette tumeur.
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I.Aspects cliniques des CAK

Le CAK est une tumeur qui se développe au dépend des glandes exocrines essentiellement
ectodermiques ou ecto-endodermiques. Il représente approximativement 10% de
I’ensemble des carcinomes des glandes salivaires principales, notamment les parotides et la
submandibulaire, et accessoires [El-Naggar and Huvos, 2005]. Il forme 30% des
carcinomes des glandes salivaires accessoires avec une fréquence plus élevée dans le
palais, suivie par la langue, la muqueuse buccale, les lévres et le plancher buccal [El-
Naggar and Huvos, 2005]. Les localisations inhabituelles comprennent le conduit auditif
externe [Pulec et al., 1963], le nasopharynx [Wang et al., 1996], les glandes lacrymale
[Friedrich and Bleckmann, 2003], mammaire [Arpino et al., 2002] et sudoripare [Seab and
Graham, 1987], I’arbre trachéo-bronchique [Moran et al., 1995], I’cesophage [Kitada et al.,
1997], le col utérin [Ferry and Scully, 1988], la vulve [Paraskevaidis et al., 2001] et les
glandes de Cowper [Carpenter and Bernardo, 1971].

Bien que le tableau clinique soit dépendant de la localisation anatomique, le symptome
commun le plus fréquent est I’apparition d’une masse d’évolution lente suivie par des
algies en rapport avec I’infiltration périnerveuse [El-Naggar and Huvos, 2005]. La tumeur
survient a tous les ages avec un pic chez I’adulte et le sujet agé. Il n’existe pas de
prédilection apparente pour un sexe en dehors d’une incidence élevée des tumeurs de la

glande sbumandibulaire chez les femmes [El-Naggar and Huvos, 2005].

La classification des carcinomes des glandes salivaires principales se base sur la taille de la
tumeur, 1’extension locale de la tumeur, Dinfiltration ganglionnaire et les métastases a
distance, classification TNM (Tableau 12). Selon ces derniéres régles, les tumeurs des
glandes salivaires accessoires sont classées selon les criteres des autres carcinomes du site

anatomique d’origine.
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TX La tumeur primitive ne peut étre évaluée

TO La tumeur primitive n’est pas décelable

T1 Tumeur<2cm dans sa plus grande dimension sans extension extraglandulaire

T2 2cm<T<4cm dans sa plus grande dimension sans extension extraglandulaire

T3 T>4cm dans ses plus grandes dimensions (T3a) ou avec envahissement extraglandulaire sans atteinte du nerf facial
(T3b)

T4 (T4a) tumeur envahissant la peau, la mandibule, le canal auditif, et/ou le nerf facial (T4b) tumeur envahissant la base

du crane, de I’apophyse ptérygoide et/ou de la carotide

NO Pas de métastase ganglionnaire

N1 Un seul ganglion métastatique homolatéral de diamétre<3cm

N2 Un seul ganglion métastatique homolatéral entre 3 et 6¢cm, ou plusieurs ganglions. Métastatiques homolatéraux dont
aucun n’a un diamétre>6¢cm, ou métastases ganglionnaires bilatérales ou controlatérales dont aucune n’a un
diameétre>6cm

N2a | Une métastase ganglionnaire unique homolatérale entre 3 et 6 cm

N2b | Plusieurs métastases ganglionnaires homolatérales dont le diamétre est<6cm

N2c¢ | Métastases ganglionnaires bilatérales ou controlatérales dont le diameétre est<6cm

N3 Meétastase ganglionnaire dont le diameétre est>6cm

MO Pas de métastase connue

M1 Existence de métastase viscérale a distance

Tableau 12 : Classification OMS des glandes salivaires. D’apres [Uro-Coste, 2009].

I1. Aspects anatomo-pathologiques des CAK

1. Macroscopie
Macroscopiquement, cette tumeur se présente comme une masse solide unilobulaire et
de consistance ferme. Elle est souvent partiellement circonscrite avec des secteurs

d’infiltration.

2. Histopathologie

Ce type de carcinome est principalement formé par 2 types de cellules: épithéliale
sécrétoire et myoépithéliale. L’ensemble de ces cellules s’organise selon 3 architectures:
tubulaire, cribriforme et solide [Azumi and Battifora, 1987 | (Figure 44). Le stroma tumoral
est généralement hyalin et peut présenter des caractéristiques mucineuses ou myxoides. Dans
certaines tumeurs, le stroma hyalin peut étre trés abondant avec une composante épithéliale
atténuée. L’invasion périnerveuse, moins rarement intranerveuse, est une caractéristique
commune des CAK bien qu’elle ne soit spécifique de ce type cancers. Dans la tumeur,
I’infiltration nerveuse peut étre trés étendue et dépasser les limites cliniques de la masse

tumorale.
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Dans la forme tubulaire (Figure 44A), les canaux et les tubules sont tapissés de
I’intérieur par une couche de cellule épithéliale avec une lumiére centrale et de I’extérieur par
une ou plusieurs couches de cellules myoépithéliales.

Le mod¢le cribriforme (ou glandulaire; Figure 44B), qui est la forme histologique la
plus fréquente, est caractérisé par des ilots de cellules épithéliales et myoépithéliales
renfermant des espaces cylindriques microkystiques. Les cellules tumorales sont de petite
taille, de forme cuboide contenant un noyau basophile et un cytoplasme de faible abondance.
Ces cellules ont une apparence presque monomorphe.

La forme solide (ou basaloide; Figure 44C) est composée par des ilots massifs de
cellules basaloides avec un centre souvent nécrotique. Les cellules sont de petite taille, a
cytoplasme basophile avec une chromatine dense en motte.

Les figures mitotiques sont généralement rares dans les variants cribriforme et tubulaire,
en revanche, elles sont facilement individualisables dans la forme solide conventionnelle qui
est associée a un mauvais pronostic [Carrasco et al., 2006]. Ces 3 formes peuvent étre plus au
moins associées [Batsakis and Luna, 1990; Perzin et al., 1978].

La stratification des CAK a apport¢ une valeur pronostique dans plusieurs études
[Szanto et al., 1984]. Selon la proportion de la composante solide dans la tumeur, 3 grades
indicateurs de pronostic sont mis en évidence [DaCruz et al., 2006 ; Szanto et al., 1984 ; Uro-
Coste, 2009]. Le grade 1 correspond a des carcinomes bien différenciés et constitués par des
modeles tubulaire et cribriforme sans aucune composante solide. Dans le grade 2, la tumeur
peut avoir une structure purement cribriforme ou mixte mais la composante solide reste
inférieure a 30% dans certaines études [Szanto et al., 1984] et a 50% dans d’autres [Spiro and
Huvos, 1992]. Le grade 3, qui est de mauvais pronostic, correspond aux carcinomes avec une
composante solide prédominante [Spiro and Huvos, 1992 ; Szanto et al., 1984 ; Uro-Coste,
2009].

Dans de trés rares cas, les CAK peuvent subir une dédifférenciation, appelée aussi
transformation de haut grade [Handra-Luca et al., 2009; Seethala et al., 2009, 2011]. Ce
variant histologique peut présenter 2 composantes : une architecture conventionnelle de CAK
et un carcinome dédifférencié qui peut étre soit un carcinome indifférencié, soit un
adénocarcinome peu différencié¢. Dans les CAK, la dédifférenciation est un événement
extrémement rare dont 1’évolution clinique et les caractéristiques moléculaires sont mal
compris, méme si les données récentes semblent étre en faveur d’un caractere clinique agressif

de cette transformation des CAK [Seethala et al., 2011].
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3. Immunohistochimie

L’utilisation des anticorps dirigés contre des filaments intermédiaires et d’autres
marqueurs moléculaires a permis de mieux caractériser les 2 principaux types de cellules des
CAK [Azumi and Battifora, 1987 ; Bell et al., 2010 ; Bilal et al., 2003; Carlos-Bregni et al.,
2009 ; Neves Cde et al., 2010] (Tableau 13).

Les cellules ¢épithéliales expriment les marqueurs suivants: ACE ("carcinoma
embryonnic antigen"), EMA ("epithelial membrane antigen"), CK7 ("cytokeratin"), S100 et
sur-expriment C-Kit (CD117) [Bell et al., 2010] (Figure 45A). Les cellules myoépithéliales
sont CD10-, CK14", CK17", vimentine", SMA" ("smooth, muscle actin"), TP63", S100" et
EGFR", GFAP" ("glial fibrillary acidic protein”) [Bell et al., 2010 ; Bilal et al., 2003] (Figure
45B).

Les CAK expriment faiblement le Ki-67 [Carlos-Bregni et al., 2009]. En revanche, la
dédifférenciation des CAK s’accompagne d’une augmentation de I’expression du Ki-67 avec

perte de I’expression des marqueurs myoépithéliaux [Gondivkar et al., 2011].

Anticorps Cel'lule C,el.hﬂ? .
luminale myoépithéliale
ACE + -
EMA + -
C-Kit ++ -
CK7 + -
PS100 + +
EGFR +
GFAP +
TP63 +
CK14 +
CK17 +
SMA +
Vimentine +

Tableau 13 : Immunohistochimie des CAK.
+ :positif ; - : négatif ; ++ expriment fortement ; +/-
expriment faiblement
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Figure 45 : Immunomarquage des cellules des CAK. A marquage C-Kit+ des
cellules épithéliales. B marquage positif EGFR des cellules myoépithéliales dans
les formes tubulaire et cribriforme et négatif dans la forme solide. D’aprés [Bell et
al., 2010].

III. Altérations génomiques des CAK

Les altérations génomiques ont été étudi€es par la cytogénétique conventionnelle [Mark
et al., 1996; Stenman et al., 1986], la cytogénétique moléculaire [Jin et al., 2001; Roijer et al.,
1997], la CGH métaphasique et microarray [Rao et al., 2008; El-Rifai et al., 2001 ; Kasamatsu
et al., 2005], SNP array [Yu et al., 2007] et des techniques moléculaires de recherche de LOH
[Johns et al., 1996; Rutherford et al., 2006 ; Queimado et al., 1998].

1. Anomalies génomiques quantitatives

La récurrence de la délétion 6q, del(6q), dans les CAK a ¢été rapportée par la
cytogénétique conventionnelle. Des études par caryotype de 38 échantillons de CAK ont
démontré que les réarrangements de 6q sont présents dans 18/38 cas [Bell et al., 2007 ; El-
Naggar et al., 1999 ; Higashi et al., 1991 ; Hrynchak et al., 1993 ; Jin et al., 2001; Lopez-
Ginés et al., 1994 ; Mark et al., 1996 ; Martins et al., 1996 ; Nordkvist et al., 1994 ; Sandros

et al., 1990 ; Stenman et al., 1986]. Parmi ces réarrangements : les del(6q) ont été observées
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dans 8/18 cas. Dans 10/18, ces réarrangements correspondent a des translocations impliquant
le 6q; ces remaniements seront abordés dans le paragraphe concernant les anomalies
équilibrées. Des études ultérieures par CGH ont rapporté une fréquence variable de la del(6q)
dans les CAK. L’analyse de 24 tumeurs étudié¢es par CGH métaphasique, a mis en évidence
la del (6q) dans 25% des cas [El-Rifai et al., 2001]. Dans une ¢étude de 53 CAK par aCGH
(2500 clones), la del(6q) a été détectée dans 32% des cas [Rao et al., 2008]. La zone minimale
commune dé¢létée a ¢té cartographi¢e par CGH dans la région 6q23q27 [El-Rifai et al., 2001 ;
Rao et al., 2008]. Des études moléculaires ont été réalisées pour restreindre d’avantage la zone
minimale commune a la recherche de genes suppresseurs de tumeurs. L’étude de 58
échantillons (CAK appariés avec des glandes salivaires normales) avec 38 marqueurs
(microsatellites) répartis sur le 6q, a démontré que la LOH survient dans 57% des cas,
confirmant ainsi les résultats de la cytogénétique conventionnelle [Rutherford et al., 2006]. La
région minimale commune est localisée en 6q24.1q25.1 et flanquée par les marqueurs
D6S471 et D6S168. Cette région contient 2 génes suppresseurs de tumeurs potentiellement
candidats : PLAGLI("pleomorphic adenoma of the salivary gland gene like 1") et LATSI

("large tumor suppressor 1").

Des études par CGH de CAK ont rapporté des anomalies génomiques déséquilibrées en
dehors de la del(6q) [El-Rifai et al., 2001; Freier et al., 2005 ; Kasamatsu et al., 2005 ; Persson
et al., 2012 ; Rao et al., 2008 ; Vékony et al., 2007 ; Wetterskog et al., 2012; Yu et al., 2007]
(Tableau 14). Le nombre des anomalies génomiques rapport¢ par CGH métaphasique est
relativement important dans les CAK. En revanche, cette technique est peu sensible et la
majorité des anomalies rapportées se localisent au niveau des télomeéres des chromosomes qui
génerent un profil génomique peu fiable [Vékony et al., 2007] (Tableau 14). Des études par
aCGH de haute résolution et par SNP array, qui sont des techniques plus résolutives, ont
souligné la rareté des altérations génomiques déséquilibrées dans ce type de carcinome

[Persson et al., 2012 ; Yu et al., 2007] (Tableau 14).
Des altérations des locus RB1/13q14 et TP531/7p13 ont été rapportées dans les CAK.

L’analyse de LOH a démontré des anomalies au locus 7P53 dans plus de la moitié¢ des cas des

CAK [Yamamoto et al., 1996, 1998].
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Nombre de

Gains Pertes Méthodes d’étude cas Références

1923.2, 1932.1, 144, 1p36.3p35.3, 1p21.3p21.1, ACGH (244.000 40 tumeurs  Persson et al., 2012
6p12.3,8q22.1¢23.1, 2pll.1,3p21.3p21.1, oligonucléotides)
8q24.3,9p24.3p23, 13934, 3pl4.2pl2.3, 3pl12.3pl2.1,
17923.2,22q11.2,22q13.1 5q12.3q13.2, 5q13.3q14.3,

5q22.1, 6q24.1q27,

9p24.2p23, 9p22.3p22.2,

9q33.3q34.3, 11pl15.5p15.4,

11pl15.4, 11p15.1, 11923.3,

12q13.1q13.2, 12q13.3,

12q13.3q14.1,

14q23.2q24.3,

15q15.2q15.3, 21ql1.1,

21g22.3
1p36.1p35.3, 11p15.5, 6q25.3q26, 9pl11.1g21.1 BAC array (32000 clones) 16 tumeurs ~ Wetterskog et al.,
12p13.3, 16p13.3, 19p13 2012
1p31p22, 1q31q44 1p36 p32, 1p35p32, CGH métaphasique et BAC 53 tumeurs  Rao et al, 2008
1q11q25,4q12, 6p25922, 2q33q37,4p16q35, 4q11q27, array (2500 clones)
8, 8p23pll, 18 4q31q35, 5pl15q35,

5q11q35, 6923q27,9p13q22,

12q12q13.3, 13q 17p, 19
1p36.3p35.3, 1p35.2p33, 1p21.3p12, 5q21.1, BAC array (4000 clones) 18 tumeurs  Vékony et al., 2007
2q37.3,4pl6.3, 5921.3q23.2, 9p22.3p13.3,
5q32q33.1, 8q24.3, 12q12ql4.1, 13q14.3q21.3,
9q33.3q34.3, 11pl5.5, 14q11.2q31.3,
11q13.3, 17p13.1q11.1, 20q11.2q12
11923.3,12q13.2q14.1
16p13.3,16q24.3 17p13.3,
17q11.2q25.3
19p13.1q13.3,
19p12q13.3,21q22 3 et
22q13.3
Tpl1.2,2p21 9p SNP array (100k) 22 tumeurs et Yu et al., 2007

2 lignées
cellulaires

1932, 3p21, 3929, 4935, 8p22 CGH métaphasique 6 tumeurs  Kasamatsu et al,
5pl5.3, 5q35, 6p25, 2005
6q21q24, 6927, 7q11.2,
7921, 7931, 10q11.2,
11pl4, 11pl2ql2, 11ql4,
11q23, 12p13, 12q13,
12q14, 12q24.3, 13q24,
15q21, 16p13.3p13.2,
16q24, 18p11.3, 18q23,
19q13.4, 21q22, Xq28
1q31q32, 2pterp23, 1p, 3p, 3pl4pl2, 3q12ql3, CGH métaphasique 27 tumeurs  Freier et al., 2005
4q12q13,6p, 6pterp24, 3q13.,4p15, 4q26qter,
6p21, Tpterpl15,7q1q34,8, 5ql3ql4, 5q13, 6, 6922,
8p, 8q, Ipterp23, 9q34, 6q23qter, 6q23q24, 6q24,
11q, 11q12q13, 12q24, 8p23, 9pterp21, 11p, 12q12,
13q32qter, 14932, 16, 16p, 12ql2ql3, 13q21,
16923, 17p12, 17q, 13921922, 14q24qter,
17ql1q21, 17q24qter, 18, 17ql1q21, 18q21q22 et
18p, 18p11.2,20q, 20q13, Xq21q22
22 et22ql3
Ipter p22, 1p34pll, Ipterp33, Ipter3S, 1q41qter, CGH métaphasique 24 tumeurs  El-Rifai et al., 2001

1q11q32, 3q13.3q23, 7,
7q, 8, 9p, 11q12q13, 15,
16,17, 19,22

S, 5q12q21, 6q22.2q23,
6qllqter, 6q11qg23,
6q23qter, 7p21.2p13,
8q11ql3, 9p 9pterp21, 9q,
9q31qter, 11p, 11q21q23,
12q12ql13, 12q12ql4
12q12ql5, 12q12q21.2,
12q15q21, 12g21.3qter, 13,
13q13q31, 13q14q31,
13q14q22 13q21qter, 14,
16q, -X

Tableau 14 : Altérations de nombre de copies dans les CAK rapportées dans la littérature.
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Deux études ont rapporté des amplifications génomiques dans les CAK [Rao et al.,
2008 ; Vékony et al., 2007]. L’analyse de 18 tumeurs par CGH array a mis en évidence des
amplifications dans 7 régions chromosomiques : 9q34.1, 9q34.3, 11q13.2q13.3, 12q14.3q21.1,
16p13.3, 16q24.3 et 19q13.3 [Vékony et al., 2007]. Parmi les génes candidats inclus dans ces
amplicons : CCNDI, MDM?2 et NOTCHI. L’¢tude de 58 CAK a rapporté une seule
amplification de la région 4q12 qui intéresse c-Kif [Rao et al., 2008].

2. Anomalies génomiques équilibrées

Le profil cytogénétique des CAK a montré un contenu génomique relativement diploide
[EI-Naggar et al., 1999] et un nombre limité d’anomalies chromosomiques de structure
équilibrées [Bell et al., 2007].

L’étude cytogénétique de 38 cas de CAK [Bell et al., 2007 ; El-Naggar et al., 1999 ;
Hrynchak et al., 1994 ; Jin et al., 1994 ; Martins et al., 1996, 2001; Nordkvist et al., 1994 ;
Sandros et al., 1990] (Figure 46A) a mis en évidence des translocations impliquant 6q dans
10/38 cas. Une translocation récurrente t(6;9)(q23;p23-24) a été détectée dans 6/10. Des
variants de cette translocation t(6;9) ont été¢ rapportés dans 4/10 cas: t(X;6)(p22;q23),
t(6;14)(q22;q11), t(6;14)(q25;q13) et t(6;15)(q25;q15). La translocation t(6;9) a été identifice
comme la seule anomalie dans certains cas de ces tumeurs suggérant un role primaire et/ou
précoce dans le développement de ce groupe de CAK [EI-Naggar et al., 1999 ; Martins et al.,
2001 ; Sandros et al., 1988].

Récemment le clonage des points de cassure de cette translocation a mis en évidence un
gene de fusion impliquant MYB ("v-myb myeloblastosis viral oncogene linked to avian
leukemia"; chr6:135 544 146-135 582 003) et NFIB ("nuclear factor IB", chr9 :14 071 847-14
303 945) [Persson et al., 2009]. MYB est un facteur de transcription qui participe a la
régulation de la prolifération, 1’apoptose et la différenciation cellulaire [Oh and Reddy 1999 ;
Ramsay and Gonda, 2008]. Il est surexprimé dans les cellules immatures en cours de
prolifération et son taux de transcrit décroit au fur et a mesure que les cellules se différencient.
La protéine MYB possede 3 domaines clés fonctionnels : le domaine N-terminal se lie a
I’ADN ; le domaine central active la transcription et le domaine C-terminal régule
négativement la transcription [Oh and Reddy 1999 ; Ramsay and Gonda, 2008]. Ce dernier
domaine (cod¢ par les exons 10 et 13) contient un motif leucine zipper-like, lequel domaine

quand il est interrompu amorce 1’activité transformante de MYB. Le gene MYB est un
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oncogéne potentiel qui est remanié dans les cancers humains [Stenman et al., 2010]. Dans les
LALT, le locus MYB/6q23 peut étre soit dupliqué, soit remani¢ par une translocation
t(6;7)(q23;q34). Dans ce dernier cas, la séquence intégrale de MYB est mise sous la
commande des séquences régulatrices du gene TCRp qui entrainent alors d’une surexpression
de MYB. 1l est également surexprimé dans les cancers du pancréas, colon, sein [Ramsay and
Gonda, 2008]. Chez la souris, Myb est exprimé dans la glande submandibulaire au stade
embryonnaire, ceci est en faveur d’un role possible de MYB dans le développement des
glandes salivaires [Visel et al., 2004]. De plus, MYB a été impliqué dans le maintien des
cellules progénitrices et requis pour une bonne différenciation du systeme hématopoiétique,
des neurones, des cellules de la peau et des cryptes de 1’épithélium colique.

NFIB code pour facteur de transcription nucléaire ayant un domaine qui se lie a I’ADN,
un domaine N-terminal de dimérisation et un domaine C-terminal de transactivation, riche en
proline [Qian et al., 1995].

Dans les CAK et par rapport a une glande salivaire normale, le géne de fusion MYB-
NFIB résulte en une surexpression MYB [Persson et al., 2009]. Des taux ¢levés de la protéine
MYB sont également retrouvés par immunohistochimie dans les CAK. Cette activation
constitutive de MYB induit une surexpression de ses génes cibles [Persson et al., 2009].
L’analyse de I’expression d’un panel de 14 genes cibles de MYB dans 7 CAK a révélé une
surexpression des génes : (1) du cycle cellulaire (CCNB1, CDC2, MADILI), (2) de I’apoptose
(API5, BCL2, BIRC3, HSPAS, SET), et (3) de la croissance cellulaire/angiogenese (MYC, c-
Kit, VEGFA, FGF2, CD53).

Le mécanisme moléculaire par lequel MYB est activé par cette t(6;9) est la conséquence
vraisemblablement de la perte de 1’extrémité 3°’UTR [Persson et al., 2009] (Figure 46B) de
MYB (exon 15). Cette région contient normalement des séquences cibles hautement
conservées des miR-15a, miR-16 (chr13ql4: 49.519.608-49.522.567 Mb) et miR-150
[Persson et al., 2009 ; Press et al., 1994]. Ces miR régulent I’expression de MYB. En effet,
dans le modele murin, la perte de ces miR interrompt la répression de MYB [Chung et al.,
2008]. Les miR-15a, miR-16 jouent un role important dans les hémopathies lymphoides B. En
effet, ces miRNA sont perdus dans la leucémie lymphoide chronique, généralement
secondaire a une délétion de la région 13q14 [Calin et al., 2004b]. La protéine Pax5 réprime
I’expression de ces miRNA et d’une maniére simultanée stimule I’expression de MYB [Chung
et al., 2008]. Une surexpression des miR-15a, miR-16 réduit le taux endogene de MYB et
compromet la fonction de PAXS5. La perte des miR-15a, miR-16 induit une surexpression de

BCL2, protéine antiapoptotique, qui est négativement contrélée par ces miRNA. Dans les
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CAK d’autres mécanismes plus complexes peuvent induire une surexpression de MYB
[Persson et al., 2012].

Le transcrit de fusion MYB-NFIB, absent des glandes salivaires normales [Mitani et al.,
2010 ; West et al., 2011], est détecté¢ dans 28% des CAK primaires et 35% des métastases
[Mitani et al., 2010]. La présence de MYB-NFIB dans 1/3 des CAK confirme le role de ce
gene de fusion dans le développement d’un groupe de ces tumeurs [Bhaijee et al., 2011]. Ce
gene de fusion est exprimé d’une maniére ubiquitaire quelque soit le site anatomique de la
glande salivaire. En effet, MYB-NFIB a ¢ét¢ identifié dans les CAK des glandes mammaire et
salivaire de la téte et du cou [Persson et al., 2009]. Différents exons des génes MYB et NFIB,
impliqués dans cette fusion, sont a I’origine de plusieurs variants chimériques [Mitani et al.,
2010]. MYB est surexprim¢ dans la majorit¢é des CAK, bien que son expression soit
significativement plus ¢élevée dans les carcinomes avec t(6;9) [Mitani et al., 2010]. Dans une
¢tude récente portant sur 156 tumeurs CAK, la surexpression de la protéine MYB, confinée
aux cellules myoépithéliales des sous-types tubulaire et cribriforme, a été retrouvée dans 55%
des cas [Mitan et al., 2011]. La sur-expression de MYB secondaire a la t(6;9) peut étre
attribuée a la perte de la région régulatrice 3’UTR de MYB [Mitani et al., 2010]. Cette sur-
expression va induire la transcription des geénes cibles de MYB qui peuvent constituer de
potentiels marqueurs de diagnostic et de traitement ciblé des CAK [Bell et al., 2011 ; Persson

et al., 2009].

L’expression de la protéine MYB est vraisemblablement cantonnée a un type cellulaire
de la tumeur [Bell et al., 2011]. Seules les cellules myoépithéliales expriment fortement la
protéine MYB, bien que le géne de fusion soit présent dans les 2 types de cellules [West et al.,
2011]. Il a été démontré que les patients présentant des tumeurs CAK : MYB+/c-KIT+ ont
une meilleure survie que ceux ayant des tumeurs MYB-/c-KIT+ [Bell et al., 2011].

Il semble exister une association entre le transcrit de fusion MYB-NFIB et le phénotype
CAK. En effet, ce transcrit est absent des autres types histologiques de tumeurs des glandes
salivaires, y compris ceux ayant une double composante cellulaire et une structure
morphologique commune avec les CAK [Mitani et al., 2010 ; West et al., 2011]. La présence
de ce transcrit de fusion est significativement associée a 1’age (patients agés de plus de 50
ans), néanmoins il ne serait pas corrélé a d’autres parametres clinico-biologiques ni a la survie

[Mitani et al., 2010].
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Figure 46 : Translocation t(6;9)(q23;p23p24). A caryotype et multiFISH
partiel de la t(6;9). B Présentation schématique des génes MYB, NFIB. Les
fleches montrent les points de cassure. Pour MYB le point de cassure intéresse
3’UTR et emporte donc les mir-15a/16 et mir-150. DBD, DNA biding
domain; NRD negative regulatory domain; TAD, transactivation domain.
D’apres [Persson et al., 2009].

IV. Anomalies de la signature d’expression

Une signature d’expression de génes, impliqués dans le développement, la régulation du
cycle cellulaire, I’apoptose, la différenciation myoépithéliale et dans la matrice extracellulaire,
a ¢galement été rapportée dans les CAK [Frierson et al., 2002]. La comparaison du profil
d’expression de 15 CAK par rapport a 1’épithélium des glandes salivaires majeures normale a
montré une surexpression du gene SOX4. Ce dernier code pour un facteur de transcription
ayant un domaine HMG lui permettant de se fixer sur ’ADN. Il est exprimé dans plusieurs

types de tissus notamment les lymphocytes B. La surexpression de SOX4 n’est pas spécifique
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des CAK. En effet, il est également surexprimé dans le carcinome mammaire [Porter et al.,
2001]. Une surexpression des facteurs de transcription AP-2 (notamment AP-2a et AP-2y) a
¢galement été rapportée dans les CAK [Frierson et al., 2002]. Les protéines AP-2 ont un role
dans la régulation de plusieurs génes notamment c-Kit [Huang et al., 1998 ; Leask et al.,
1991]. Une surexpression de deux genes de la voie Wnt/B-caténine a également été rapportée
dans les CAK [Frierson et al., 2002]. Frizzled-7, exprimé normalement dans plusieurs types
de tissus adultes et foetaux, code pour un récepteur de la protéine Wnt et peut réprimer 4PC et
donc promouvoir la signalisation de la B-caténine [Sagara et al., 1998]. La caséine Kinase 1,
réagit avec plusieurs composants de la voie Wnt et sa sur-expression va stabiliser la protéine
B-caténine d’ou une activation de la transcription des génes cible de cette protéine. Par
ailleurs, une sécrétion abondante des protéines de la matrice extracellulaire (exemple la
chrondroitine sulfate) et de la membrane basale a été retrouvée dans les CAK [Frierson et al.,

2002].

V. Altérations épigénétiques des CAK

L’analyse des ilots CpG de 16 tumeurs de CAK par microarray et pyroséquencgage a
montré une altération du profil de méthylation de plusieurs génes par rapport a un tissu
glandulaire normal [Bell et al., 2011]. Une hypométhylation des ilots CpG a proximité des
genes : FBXOI17, PHKGI, LOXLI, DOCKI, et PARVG a été mise en évidence. Une
hyperméthylation a été identifiée a proximité de plusieurs geénes codants pour des facteurs de
transcription notamment ENI, FOXEI, GBX2, FOXLI, TBX4. Les génes hyperméthylés ont
un role dans le développement et 1’apoptose, suggérant que la répression de ces geénes est

associée a I’initiation et la progression de ce type de carcinome [Bell et al., 2011].

En conclusion, le CAK est une entité pathologique rare. Cette tumeur présente une
hétérogénéité génétique. Le spectre des réarrangements est caractérisé par : des anomalies
déséquilibrées et une translocation réciproque récurrente, t(6;9)(q23;p22p24) a I’origine d’un

gene de fusion MYB-NFIB.
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Résultats et discussion

Partie 3 : Analyse de haute résolution des carcinomes adénoides kystiques

Article 2: High-resolution array comparative genomic hybridization analysis of
human bronchial and salivary adenoid cystic carcinoma

Laboratory Investigation, May 2008, 88(5):464-474
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I. Contexte

Le diagnostic des CAK, comme toutes les autres tumeurs solides, se base
essentiellement sur I’histopathologie. Plusieurs études [El-Naggar et al., 1999 ; Jin et al.,
2001 ; Rao et al., 2008 ; Persson et al., 2012] étaient menées pour décrypter I’oncogénome de
cette tumeur afin de dégager des marqueurs moléculaires permettant de proposer un diagnostic
plus précis, émettre un pronostic et éventuellement proposer un traitement adapté et un suivi
non invasif et sensible de la maladie cancéreuse. Ces études étaient parfois basées sur des
méthodes génomiques ayant une résolution limitée et explorant une région unique du génome.
Ainsi nous avons entrepris ’analyse de 17 tumeurs de CAK par aCGH pangénomique de 44K
oligonucléotides.

Dix sept tumeurs congelées bronchique et salivaire étaient collectées de 5 hopitaux
Franciliens. La tumeur primaire provenait de glandes, salivaires principales ou accessoires
dans 7 et 8 cas respectivement, et bronchiques dans 2 autres cas. L’échantillon étudié
représentait, la tumeur primaire dans 11 cas, une récidive locale dans 3 cas, ou une métastase
dans 3 autres cas. Une cohorte supplémentaire de 21 CAK salivaires primaires, pour laquelle
uniquement les coupes en paraffine étaient disponibles, était analysée en immunohistochimie

pour comparer I’expression de certaines protéines.

Le seuil de 70% de cellules tumorales était évalué sur des coupes colorées par
I’hématoxyline-éosine. Aprés extraction, I’ADN tumoral et de référence étaient
différentiellement marqués et hybridés en quantité équimolaire sur des lames de CGH array
contenant 44000 oligonucléotides. Les altérations de nombre de copies (CNAs) étaient
validées par FISH et/ou MLPA. L’expression protéique était étudiée par immunohistochimie.

Dans une seule réaction, la MLPA ("multiplex ligation-dependant probe amplification")
permet la détection simultanée d’une délétion ou une duplication simple copie de 40
séquences cibles du génome [Schouten et al., 2002]. Au cours de cette technique, ce n’est pas
I’ ADN matrice qui est amplifié¢ mais plutdt les sondes ajoutées au mélange qui sont amplifiées
et quantifiées. L’amplification de la sonde dépend de la présence de sa séquence
complémentaire dans la matrice.

Pour valider les CNA des locus CCND1, CDKN2B, et TP53, nous avons procédé a une
MPLA. Chaque locus testé est représenté par une sonde. Cette dernicre est constituée par deux
oligonucleotides qui s’hybrident sur 2 sites adjacents de la séquence cible. Les
oligonucleotides qui s’hybrident seront alors unis par une ligase, permettant leur

amplification. Toutes les sondes unies possédent a leur extrémité une séquence identique, ce
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qui permet une amplification par PCR a I’aide d’une seule paire d’amorces. Chaque sonde
génére un produit d’amplification ayant une taille 130-480 pb. Ces produits seront séparés par
¢lectrophorese. La quantité relative de chaque sonde amplifi¢e refléte le nombre de copies de

la séquence cible.

I1. Présentation des résultats

Dans notre série, les altérations génomiques (CNA) étaient rares (Figure 1 de ’article
2). Le nombre moyen de CNA ¢était de 3.8. Globalement, il y avait plus de perte que de gain
(41 versus 24).

La région la plus fréquemment perdue était 6q (Tableau 2 de Particle 2). Ailleurs, les
pertes étaient observées dans les régions chromosomiques: 1p35, 8q12q13, 9p21, 12q12ql3 et
17p13p11. Les régions minimales communes délétées emportaient les génes suppresseurs de
tumeurs : CDKN2A/CDKN2B, TP53 et LIMAI. La région minimale commune dé¢létée sur
8q12q13 impliquait le miR-124A2 qui régule les génes CDK6 et MMP?2.

Un gain récurrent était noté dans les régions chromosomiques : 7p15.2, 17q21q25, et
22ql11ql13.2. Des gains isolés ¢étaient observés au niveau des locus CCNDI,

KIT/PDGFRA/KDR, MDM?2 et JAK2.

II1. Discussion

Nous avons étudié les réarrangements génomiques de 17 carcinomes des glandes
salivaires et bronchiques par CGH array de haute de résolution afin de préciser la récurrence
de certaines anomalies et déterminer I’implication de geénes spécifiques dans la carcinogenese
de ce type de carcinome.

Les altérations génomiques étaient rares puisque la moyenne de CNA était de 3.8. Le
nombre moyen de CNA par tumeur était de 2.7 dans une série de 20 tumeurs étudiées par
CGH métaphasique [El-Rifai et al., 2001] et de 3 dans une cohorte de 24 tumeurs et lignées
cellulaires analysées par SNP array 100K [Yu et al., 2007]. La paucité des remaniements
chromosomiques était également rapporté par la cytogénétique conventionnelle [Mark et al.,
1996 ; Martins et al., 1996 ; Sandros et al., 1990] et confirmé par 1’analyse de la ploidie par
cytométrie de flux [Franzen et al., 1991; Greiner et al., 1989]. La raret¢é des désordres
génomiques dans les CAK ne peut étre attribuée a un défaut de résolution de notre méthode.

Car la méme méthode avait permis de déceler des altérations génomiques assez nombreuses

168



dans les lymphomes de Burkitt [Toujani et al., 2009]. Etant donné que les CAK sont des
tumeurs typiquement pauvres en cellules stromales [Yu et al., 2007] et que les échantillons
étaient choisis sur la base de la haute richesse en cellules tumorales (> 70%), ces résultats ne
peuvent pas étre expliqués par le faible pourcentage de cellules néoplasiques dans les cas
étudiés. Le CAK est donc marqué par la rareté des anomalies génomiques, a la différence de
la majorité¢ des carcinomes, qui sont caractérisés par des aneuploidies et des réarrangements
chromosomiques complexes probablement secondaires a la crise des téloméres [Maser and
DePinho, 2002]. Cette crise résulte d’un raccourcissement des télomeres du a des cycles
itératifs de réplication cellulaire survenant précocement au cours de la progression tumorale.
Alternativement, 1’instabilité des microsatellites, comme dans un groupe de cancer du colon
[Lengauer et al., 1997], pourrait expliquer la raret¢é des réarrangements génomiques.
Néanmoins cette hypothése était écartée par 1’étude de 1’allotypie des microsatelliltes dans les
CAK [Cerilli et al., 1999 ; El-Rifai et al., 2001]. Les mutations ponctuelles sont également
tres rares dans les CAK. Le séquencage selon Sanger de 410 genes candidats a mis en
¢vidence  des  mutations  ponctuelles non  récurrentes dans 10  geénes
(http://www.sanger.ac.uk/cosmic). Ainsi, un phénotype mutateur est totalement exclu dans les
CAK [Bodmer et al., 2008; Loeb et al., 2008; Tomlinson et al., 1996] et I’'implication d’un
nombre restreint de genes spécifiques associés a la sélection positive pourrait expliquer la

carcinogenese des CAK [El-Rifai et al., 2001].

Dans la majorité des ¢tudes publiées antérieurement, la del(6q) est ’anomalie la plus
fréquente dans les CAK [ Bell et al., 2007 ; Nordkvist et al., 1994 ; Queimado et al., 1998]. En
effet, la délétion 6q est ’anomalie la plus fréquente dans les CAK [Jin et al., 2001]. La
proportion de la del(6q) varie selon le nombre de cas étudié¢ et ’approche expérimentale. Dans
une ¢étude portant sur une série de 24 tumeurs étudi¢es par CGH métaphasique, la del (6q) a
¢été observée dans 25% des cas. En revanche, dans une analyse par CGH array de 53 CAK, la
del(6q), détectée dans 32% des cas succede a la del(1p) qui est observée dans 44% des cas
[Rao et al., 2008]. Dans cette ¢étude, les pertes des régions chromosomiques 1p32p36
(P=0.002) , 29339 37 (P=0.02), et 6q22q27 (P=0.004) seraient associées au type solide des
CAK [Rao et al., 2008].

Cette anomalie n’est pas spécifique des CAK, elle était rapportée dans les autres
tumeurs  solides, dans les leucémies aigués et dans les lymphomes
(http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret, 2010). Dans les CAK, 2 types de

réarrangement de la région 6q étaient rapportés [Jin et al., 2001]. Il peut s’agir d’une simple
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délétion, cette perte d’hétérozygotie suggere 1’implication d’un géne suppresseur de tumeurs
[Queimado et al., 1998]. Néanmoins, aucun géne suppresseur de tumeurs n’était mis en
évidence [Rutherford et al., 2006]. Dans une série de CAK publiée juste apres notre travail, la
del(6q) était également fréquente [Rao et al., 2008].

Nous n’avons pas pu réaliser les caryotypes des 17 tumeurs car il s’agissait d’une collection
de tumeurs congelées, sans mise en culture. L’anomalie chromosomique la plus fréquente
¢tait aussi la perte de 6q (6/17 cas).

On constate une perte, MCR, de la région 6g22.3. Dans un cas le point de cassure distal,
passe dans le géne TCBA1, impliqué dans des translocations de lymphomes T. La deuxieme
MCR perdue (chr 6q24.1q25.1:139.735.253-157.546.310) couvre 18 Mb environ et contient
64 geénes. Parmi ceux ci PLAGILI1 est une protéine en doigt de zinc se fixant a I’ADN,
soumis a empreinte parentale et est considéré comme un geéne suppresseur de tumeur.

On a vu que la région 6q23 était aussi impliquée dans des translocations dont la plus
fréquente est la t(6;9)(q22-23;p23-24) [Bhaijee et al., 2011], cette derniére entrainant la
surexpression du geéne de fusion MYB-NFIB, [Persson et al., 2009]. Cette translocation, étant
une anomalie équilibrée, n’est donc pas détectable par CGH array [Pinkel and Albertson,
2005] mais la t(6;9) peut-&tre aussi déséquilibrée [Jin et al., 2001]. Aprés un réexamen des
données primaires une seule tumeur (cas 15, Tableau 1 de ’article 2) présente un point de
cassure (6q23.3qter <135.6-170.8 Mb>) de perte a I’intérieur de MYB dans la région distale
de la translocation sans délétion du 9p. S’il y a translocation, la partie perdue est le site de
fixation des miR.

La del(1p), est détectée dans 44% des cas dans la série de Rao [Rao et al., 2008]. Dans
notre série la del(1p) a été détectée dans 29% (n=5) des cas avec deux MCR. Ces dernicres
sont incluses dans la del(1)(p36p32) présentée par Rao et al qui 1’associent a une survie
globale significativement réduite.

Une del(9)(p21), emportant d’une maniere hémizygote le locus CDKN2A/CDK2B, était
présente dans 2 cas de notre série. Cette anomalie est le remaniement le plus fréquent dans la
série de Yu analysant 22 tumeurs et 2 lignées cellulaires [Yu et al., 2007] ou elle est observée
dans 4 tumeurs et 1 lignée cellulaire et que le s€quencage de I’all¢le restant n’a pas montré de
mutations [Yu et al., 2007]. Une extinction transcriptionnelle pourrait étre due a la
méthylation du second all¢le d’autant plus que la méthylation de P/6 a été rapportée dans
15% [Maruya et al., 2003] et 22% [Nishimine et al., 2003] des CAK. Dans notre travail, nous
n’avons pas évalué le profil de méthylation de I’alléele homologue et le taux du transcrit du

gene.
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La perte du locus 7P53 était observée dans 2/17 tumeurs dans notre étude, alors que
dans d’autres études, cette anomalie était rapportée dans plus de 50% des cas [ Yamamoto et
al., 1998]. Cette différence pourrait étre en rapport avec les méthodes utilisées pour rechercher
cette anomalie et le type histologique des CAK.

Dans notre série, le gain le plus fréquent impliquait la région 7p15.2. Dans une analyse
portant sur 27 tumeurs, la trisomie 22 est I’anomalie la plus fréquente [Freier et al., 2005].
Dans une autre série de 53 tumeurs, la trisomie 8 est ’anomalie la plus fréquemment gagnée
[Rao et al., 2008]. Cette trisomie 8 n’est pas spécifique des CAK, elle est observée dans
tumeurs solides et dans les hémopathies malignes
(http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/Mitelman; Huret, 2010). Dans, cette étude la trisomie 8
est associce a la forme solide [Rao et al., 2008].

Les amplifications géniques sont rares dans les CAK. Dans une tumeur primaire (cas
15, Tableau 1 de P’article 2), une amplification de MDM?2 sous forme de double minute était
observée dans notre série. A notre connaissance, c’est le premier travail rapportant

I’amplification de MDM?2 dans ce type de carcinome.

En conclusion, I’étude des CAK par CGH array de haute résolution a permis de démontrer
que le CAK est caractérisé par la rareté des altérations génomiques, donc un phénotype
mutateur n’est pas obligatoire a la survenue de ce type de carcinome. En effet, la t(6;9) a été
rapportée comme la seule anomalie dans un sous groupe de CAK. Une perte des genes
CDKN2A/CDKN2B et TP53 a été également retrouvée dans notre travail. Le géne TP53 était
directement délété dans 2 cas et probablement indirectement altéré en conséquence a une

amplification de MDM2 dans un seul cas.

171



Laboratory Investigation (2008) 88, 464-473
© 2008 USCAP, Inc All rights reserved 0023-6837/08 $30.00

High-resolution array comparative genomic
hybridization analysis of human bronchial and salivary
adenoid cystic carcinoma

Alain Bernheim'~, Saloua Toujani??, Patrick Saulnier®, Thomas Robert’, Odile Casiraghi', Pierre Validire®,
Stéphane Temam’, Philippe Menard®®, Philippe Dessen®> and Pierre Fouret®®

Adenoid cystic carcinoma (ACC) is a rare but distinctive tumor. Oligonucleotide array comparative genomic hybridization
has been applied for cataloging genomic copy number alterations (CNAs) in 17 frozen salivary or bronchial tumors. Only
four whole chromosome CNAs were found, and most cases had 2-4 segmental CNAs. No high level amplification was
observed. There were recurrent gains at 7p15.2, 17q21-25, and 22q11-13, and recurrent losses at 1p35, 6q22-25,
8q12-13, 9p21, 12912-13, and 17p11-13. The minimal region of gain at 7p15.2 contained the HOXA cluster. The minimal
common regions of deletions contained the CDKN2A/CDKN2B, TP53, and LIMAT tumor suppressor genes. The recurrent
deletion at 8q12.3-13.1 contained no straightforward tumor suppressor gene, but the MIRN124A2 microRNA gene, whose
product regulates MMP2 and CDK6. Among unique CNAs, gains harbored CCND1, KIT/PDGFRA/KDR, MDM2, and JAK2. The
CNAs involving CCND1, MDM2, KIT, CDKN2A/2B, and TP53 were validated by FISH and/or multiplex ligation-dependent
probe amplification. Although most tumors overexpressed cyclin D1 compared with surrounding glands, the only case to
overexpress MDM2 had the corresponding CNA. In conclusion, our report suggests that ACC is characterized by a
relatively low level of structural complexity. Array CGH and immunohistochemical data implicate MDM2 as the oncogene
targeted at 12q15. The gain at 4q12 warrants further exploration as it contains a cluster of receptor kinase genes
(KIT/PDGFRA/KDR), whose products can be responsive to specific therapies.
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Adenoid cystic carcinoma (ACC) is a rare subtype of ade-
nocarcinoma occurring in major and minor salivary glands
of the upper aero-digestive tract." Other sites of origin in-
clude the tracheobronchial tree, lachrymal gland, breast, skin,
and vulva. ACC is an infiltrative tumor with a marked ten-
dency to invade nerves and adjacent bone. It consists of two
kinds of cells: ductal cells and myoepithelial cells.

Owing to its slow growth, ACC has a relatively indolent
but relentless course. When distant metastases occur, only
low response rates have been reported with multi-drug re-
gimens.” Studies have reported contradictory results regard-
ing the usefulness of compounds targeting KIT.>* As a

general rule, responsiveness to KIT inhibitors correlates with
gene mutations, which are not found in ACC.” Significant
efforts should be directed to improve the knowledge of
molecular genetic events in this malignancy to provide new
therapeutic targets.

There is wide agreement that recurrent genomic aberra-
tions contain genes that are important for tumor occurrence
or progression.® To date, few studies of ACC using chro-
mosomal comparative genomic hybridization (CGH) have
revealed recurrent segmental losses at 6q23—qter, 12q12, and
13q21-q22 and recurrent segmental gains at 16p, 17q, and
22q13.7’8 Yet, the resolution of these techniques was limited,
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and loss-of-heterozygoty (LOH) studies have subsequently
been performed to map deletions at 6q and 12q.>'° Con-
sistent with previous cytogenomic analyses, a recent study
using concurrent LOH and copy number analysis by SNP
genotyping arrays has concluded that ACCs are characterized
by limited number of chromosomal aberrations with the
most frequent area of deletion present on 9p."!

Array CGH has been developed to increase the spatial
resolution for the detection of chromosomal copy number
alterations (CNAs). Vékony et al'?, published the results of a
study using BAC-based CGH array in a series of 18 paraffin-
embedded primary ACCs, showing very frequent copy
number gains at loci of growth factors and their receptors.
Here, we report the results of a study using high-resolution
oligonucleotide CGH array in frozen samples with the goal to
increase the knowledge of CNAs in ACC and establish a
catalog of candidate cancer genes residing in the altered re-
gions.

MATERIALS AND METHODS

Cases

The 17 frozen samples used for array CGH were obtained
from Institut de Cancérologie Gustave-Roussy, Institut Mu-
tualiste Montsouris, Beaujon, Pitié-Salpétriére, and Avicenne
hospitals, (France), but were treated, purified, quantified, and
labeled at Institut Gustave Roussy. The study complied with
French laws regarding patient information and consent.
There were 13 females and four males. The median age was
51 years (interquartile range 38—55). The primary sites were
major salivary glands in seven cases, including the parotid
gland (three cases), the submandibular gland (three cases),
and the sublingual gland (one case), or minor salivary glands
along the aerodigestive tract in eight cases. Two cases in-
volved the bronchial glands. The tumor samples were taken
from the primary tumor in 11 cases, a local recurrence in
three cases, or a metastatic site in three cases.

An additional cohort of patients with primary salivary
ACC, for which only paraffin-embedded samples were
available, had been treated at Pitié-Salpétriere hospital from
1968-2002. The 21 samples were chosen to directly compare
the immunohistochemical expression of selected proteins in
the tumor cells and in surrounding salivary cells.

Array CGH

Samples at least 3 x 3 x 3 mm in size were cut in a cryostat at
—20°C after removing most of OCT. Beginning, middle and
end sections of each sample were stained with hematoxylin
and eosin to assess the proportions of tumor cells. The
average percentage of tumor cells was above 70% in each
case. Thirty 40 um sections were placed in a tube and kept
frozen. The following procedures are detailed in the supple-
mentary material. The samples were homogenized, and
genomic DNA was extracted according to Quiagen protocols
with modifications. Restriction of DNA, quality control of
restricted DNA by microanalysis, pooling, and clean up, were
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performed following Agilent instructions. The samples were
hybridized in single vs a standard DNA (male or female,
Promega) with oligo 44k CGH Agilent micro arrays
(G4410B). The scanning and image analysis were performed
with Agilent technology using default settings. Raw data txt
files from the Agilent Feature Extraction software 8.5.1.1
were then imported for analysis into CGHAnalytics 3.3.1.
Aberrations were obtained with ADMI1 algorithm and
filtering options of a minimum of five probes and abs (log2
ratio) >0.3. Aberration segments were manually reviewed.
Those that were localized to regions with high-copy repetitive
or GC-rich DNA sequences including telomeric regions were
excluded.

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

The multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) method for relative quantification of nucleic acids
was performed according to manufacturer’s instructions
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). The P006
MLPA probe mix included two probes for CCNDI, two
probes for TP53, and one probe for CDKN2B, all labeled with
6-FAM fluorescent dye. The PCR products were analyzed
in duplicate and in two dilutions (1/1 and 1/20) using an
ABI-3730 DNA Analyser (Applied Biosystems). Preliminary
tests showed an excellent reproducibility with less than 5% in
the variation of peak area. After normalization, a difference
of 30% in peak area of the sample relative to the reference
DNA sample was required to call a deletion or a gain.

Fluorescent In Situ Hybridization

Tumor touch preps were prepared by imprinting slightly
thawed tissues onto glass slides and air-drying them. The
slides were fixed in methanol/acetic acid. For KIT and
CDKN2A/2B, FISH were performed with commercial probes
(Kreatec, NI). For CCND1 and MDM2, BAC clones were
selected from Pieter De Jong libraries (http://www.chori.org/
bacpac/) according to their position on UCSC human
genome (http://www.genome.ucsc.edu/). Purified BAC DNA
was labeled by random priming in the presence of Alexa
488-dUTP (green) and Alexa 594-dUTP (red) (Abott). The
quality of the probes was verified by hybridization to meta-
phases spreads of normal peripheral lymphocytes.

Immunohistochemistry

Standard immunohistochemistry protocols were used to
detect cyclin D1 (pre-diluted mab P2D11F11, Ventana,
Tucson, AZ, USA ), MDM2 (mab IF2, Zymed, San Francisco,
CA, USA), and VEGF (rabbit polyclonal antibody A-20,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). For cyclin
D1, after epitope retrieval in 10 mM, pH 7.3 citrate buffer for
20 min, all steps were performed in a Ventana automated
stainer. For MDM2, after epitope retrieval for 30 min, the
primary antibody was incubated overnight at 4°C at 1:25,
then revealed using the Histostain kit (Zymed) For VEGFA,
after epitope retrieval for 30 min, the primay antibody was
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incubated at room temperature at 1:200 for 1 h, then revealed
using the ABC Elite kit (Vector, Burlingame, CA, USA). DAB
was used as a substrate.

Statistical Analysis

The Fischer’s exact test was used to compare primary tumors
vs recurrences or metastases according to whether they had a
unique or multiple large segmental losses as well as to
compare expression of cyclin D1 in tumor and salivary gland
cells.

RESULTS

Cytogenomic Analysis

The results of our analysis for each case are provided in Table
1. The profile of gains and losses for the study population is
displayed in Figure 1. The number of CNAs varied from 17
(case 3) to one (cases 9 and 16) with most cases being 2—4
(Figure 1, Table 1). Only four whole chromosome CNAs,
linked to mitotic non-disjunction, were found. This com-
pares to the 66 segmental CNAs, linked to structural chro-
mosomal rearrangements, which were observed. Losses were
much more frequent than gains in the large segmental CNAs
(>10Mb), while they were in the same proportions in
smaller segmental CNAs (<10Mb) (P<0.01). Among the
three tumors with more than a unique large segmental CNA
loss, one was a local recurrence (case 1), and two were a
metastasis (cases 5 and 3) compared to 11 primary tumors
and three recurrences or metastases among cases having no
or a unique large segmental CNA loss (P =0.03). Case 3 had
the highest number of segmental CNAs and complex struc-
tural rearrangements on 4q, 11q and 15.

Recurrent CNAs

Segmental CNAs individually spanning at least 10 probes
were compared across samples to identify overlapping groups
of positive- or negative-value CNAs (CNA clusters). This step
identified 12 CNA clusters that were defined by at least two
positive- or negative-value overlapping CNAs. The number
of overlapping CNAs per cluster ranged from two to four.

The 12 clusters were localized on chromosomes 1p, 6q, 7p,
8q, 9p, 12q, 17p, 17q, and 22q. Two distinct clusters that were
separated by at least 1 Mb were present on 1p, 6q, and 12q,
whereas the chromosomes 7p, 8q, 9p, 17p, and 22q harbored
only 1 cluster each. On 17q, there were actually six distinct
regions of overlapping positive-value CNAs, which were
considered together as a single complex cluster extending
from 17q21.32 to 17q25.3.

The boundaries of segmental CNAs in each cluster were
used in an effort to identify the minimal regions of overlap or
minimal common regions (MCRs). Eleven clusters included
only 1 MCR. In the highly complex cluster on 17q, 2 MCRs
could be identified, while there was no clear pattern of re-
currence in other 17q regions. The data for the 13 MCRs are
shown in Table 2. There were 4 MCR of gains and 9 MCR of
losses, which were localized to chromosomes 7p, 17q, 22q,
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and to chromosomes 1p, 6q, 8q, 9p, 12q, 17p, respectively.
The median MCR size was 1365 kb (range 90-5447 kb). The
maximum ratio ranged from 1.31 to 2.04 for gains, while the
minimum ratio ranged from 0.52 to 0.61 for losses.

Putative Oncogenes or Tumor Suppressor Genes
Present within MCRs
Genes were localized to MCRs using the UCSC Genome
Browser (HG 17, build 35). Among MCR genes, coding genes
that have been associated with cancer were identified using
the list of genes possibly implicated in cancer in the Atlas of
Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology."

As shown in Table 2, the LIMAI, CDKN2A/CDKN2B, and
TP53 cancer-associated genes were present within MCRs of
losses. Interestingly, although the MCR at 9p21 also involved
the MTAP and TUSCI putative tumor suppressor genes, an
additional eight probes loss (41kb) targeted exactly the
CDNK2A/CDKN2B locus. The MCR at 7p15.2 contained the
HOXA cluster.

Several regions included gene encoding microRNAs. The
loss extending 2193 kb at 8q12.3-13.1, which was noted in
three cases, involved the MIRN124A2 microRNA gene.

Putative Oncogenes or Tumor Suppressor Genes
Present within Unique CNAs

Several unique CNAs were sufficiently narrow (16-79 probes)
to point to possibly relevant genes. These events include
gain of JAK2, high level gain of CCNDI1, MDM2, and KIT
(Table 1).

Validation of Aberrations with MPLA

The deletions involving TP53 at 17p13.2. and CDKN2B at
9p21 were confirmed by a reduction of more than 30% of
peak areas in cases 8 and 10 and in cases 1 and 10, respec-
tively. An increase more than 30% in relative peak area for
both the CCND1 and the adjacent FGF3 probes at 11ql13
confirmed the gain in case 3.

Validation of Aberrations with FISH

FISH validated the gains in regions involving KIT/PDGFRA/
KDR, MMD2, and CCND1 as well as the loss in the region
involving CDKN2A/CDKN2B.

Immunohistochemistry
Cyclin D1 was diffusely expressed within tumor nuclei in case
3—a metastatic deposit to the liver—that had a CCNDI gain
(Figure 2). Tissue from the primary site in the palate was not
available for comparison. In an independent series of 21
ACCs with paraffin-embedded samples with paired sur-
rounding salivary glands, cyclin D1 was expressed in every
sample in 30-100% tumor cells, while none of the salivary
glands expressed the protein (P<0.001).

Case 7 that harbored a gain involving MDM?2 exhibited
strong MDM2 nuclear expression, which was not seen in the
adjacent glands in the cavum (Figures 2 and 3). Nuclear
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Table 1 Chromosomal number abnormalities

Case

Gender  Age (years)

F 79
F 38
F 33
M 64
M 54
F 51
F 46
F 52
F 36
F 49
M 55
F 71
F 54

Primary site

Cheek

Parotid gland

Palate

Parotid gland

Submandibular gland

Main bronchus

Main bronchus

Sublingual gland

Soft palate

Ethmoido-nasal region

Submandibular gland

Submandibular gland

Tongue

Sample+ Loss

LR

PT
Liver M

LR

Lung M

PT

PT

LR

PT

PT

Lung M

—8q11.2913.1<51.52-67.58 > (MIRN124A2),

—8qg24.1qter <119.95-141.59 >,

—9p22.3p21.2 < 14.38-26.31 > (CDKN2A), —9p21.2p13.2<28.50-37.02 >
—6022.3<121.8-125.02 > (PKIB,HSF2,SERINC1), —12921.3922<87.32-89.81 >
—4q912<586-71.5>, —4q13.3q22<76.3-81.2>,
—6024.1926 < 139.1-161.7 >,

—9qg22.31qter<92.4-136.3>, —11pterp154<0.1-74>,
—11g12.1q13.1<56.9-65.4 >,

—11q13.5qter<72.9-134>,

—15q13.1g14<24.5-33 >,

—15915.2q21.2<40.5-49.5 >

—1p36.1p35.1 <26.4-32.7 > (FGR,SERINC2,LCK),
—1p33p31.1<484-76.81 >, —8g12.3q13.1 <65.3-67.5 > (MIRN124A2),
—8323.3924.11<117-118>

—6q13022.3<71-1282>,

—9p21.3p21.2<20.8-27.3 >(CDKN2A),

—12q12q15<37.05-68.27 >, —14q23.39q24.3 <64.26-75.41 > (FOS)
—3pterp12.3<0.3-76.84>,

—15021.3922.2<55.81-58.87 >

—4p15.3<13.15-15.33 > (RAB28")

—8012.3913.1 <63.2-67.58 > (MIRN124A2),
—17pterp11.2<04-188>

—9p21<21.95-21.99 > (CDKN2A)®,
—13q12.3931.1<17.6-9198>,
—21
—6G24.1925.2<139.7-157.5>

—17p13.1p11.1<6.2-22.1>

—4926q34.3<116.12-18133>,
—6G25.2925.3 < 154.91-155.8>

Gain

+7p15.2<26.91-27.05> (HOXA)
+1p36.3<1.05-6.69>, +4g12<53.32-
57.81>x[1.9](KIT), +4913.3<71.65-76.2>,
+4G22.2G22.3<91.6-93.9> +7p152<26.91-
27.05> (HOXA), +11q13.2q13.4<66.9-
72.8>x[2.9](CCND1,FGF19,FGF4,FGF3,CTTN),
+15q11.2912<224-244 >, +15q14<36.2—-
40.16>, +18q12<33-35>

+12915 <67.47-68.27 > x[2.41(MDM2),
+16x[1.3], +22x[1.4]
+17q21.31qter<41.4-76.6 >

+22

+7p15.2 <HOXA cluster>"®,
+7p13<43.99-44.19>
+17pterp13.2<0.4-6.18 >,
+17q11.1qter <22.7-78.5>
+9934.13qter<134.5-137.8>
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Figure 1 Profile of gains and losses after exclusion of repetitive DNA sequences in 17 frozen adenoid cystic carcinomas using high-resolution

oligonucleotide CGH array. Shown are log 2 ratios for each chromosome.

tumor cells was above 70% in each of our samples. Con-
sistent with the accumulation of genetic events as tumors
progress toward more advanced stages, the only tumor that
had a relatively high number of genomic aberrations was a
metastatic lesion, and recurrent or metastatic lesions had
significantly more large segmental losses than primary tu-
mors.

The low level of structural complexity and the resolution
of the oligonucleotide CGH array may facilitate the identi-
fication of regions that may be of functional importance. An
interesting gain at 12q15 involves MDM2. A previous study
has previously reported an amplicon of 6.8 Mbps at 12q14.3—
q21.1,"* containing many genes. Here, the gain that was va-
lidated by FISH as a double minute type amplification ex-
tended only along 800 kB. Furthermore, we showed that the
case with the 12q15 gain was the only one to express MDM?2
within tumor nuclei and that none of the salivary or bron-
chial glands expressed the protein within nuclei. Together,
our data strongly support that MDM?2 is the targeted onco-
gene. CDKN2A and CDKN2B are the prime suspects in the
loss at 9p21 in two cases. An additional 8-probes loss in-
volved exactly CDKN2A and CDKN2B, further suggesting
that the locus is the target of the deletion. Several studies have
reported deletion or methylation of CDKN2A in ACC."*"* In
addition to genetic changes, epigenetic modifications have an
important impact on gene expression and the phenotypes of
cancer cells. CDKN2A/CDKNB also encodes pl4AREF, a
member of the MDM2/TP53 pathway. Interestingly, TP53
was present in a recurrent loss, and the losses of CDKN2A/
CDKNB, the losses of TP53, and the gain of MDM2 were
mutually exclusive aberrations, suggesting that the pathway is
involved in ACC.

Another interesting aberration is the gain at 4q12. Freier
et al,® using classic CGH has previously reported a gain at
4q12—ql3 in one case, but our study is the first to have
narrowed the gain to a region that contains the cluster of the
transmembrane receptor kinase genes KIT, PDGFRA, and
KDR. Inhibitors of KIT are used in the treatment of advanced
ACC,”™ although no KIT mutation has been found so far.”
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KIT is consistently expressed by luminal cells in ACCs.” Be-
fore the removal of the liver deposit that was analyzed by
array CGH, the patient had not been treated with KIT in-
hibitors, a chronology that indicates that the 4q12 gain was
not secondary to such treatment. The KIT oncoprotein in-
teracts with PDGFRA, whose gene is localized in the vicinity.
The region also harbors KDR, which encodes the receptor for
VEGE. Serous cells in normal salivary glands constitutively
express high levels of VEGE a fact that we confirmed by
means of immunohistochemistry. Moreover, we showed that
most tumors expressed high VEGF levels. The target gene in
the 4q12 region remains to be determined.

CCND1 was gained in one case, in which cyclin D1
was diffusely expressed. As reported by Frierson et al, CCNDI
is one of the highest ranked overexpressed genes in
ACC compared with normal salivary gland.*' We confirmed
that ACC expressed cyclin D1 by means of immuno-
histochemistry in an independent series, while the sur-
rounding glands did not (P<0.001). Unlike MDM2, cyclin
D1 expression within tumor nuclei is not restricted to cases
with a gain in the corresponding locus, a fact indicating
that several mechanisms are responsible for cyclin D1 over-
expression.

The MCR at 12q12—q13.13 overlaps with one of the major
consensus region of allele loss reported by Rutherford et al,”
though the boundaries of the changes were not coincident.
Several cancer genes reside in the loss, including the
LIMAI putative tumor suppressor gene.”> The ANP32D and
LETMDI genes, also present within the consensus region
of loss, are oncogenic. DUSP6, another candidate tumor
suppressor gene within the LOH consensus deletion loci, is
located outside the array CGH defined MCRs on 12q that is
reported here.

Ten genes coding for microRNAs were located to regions
of recurrent gain or loss, a finding consistent with the fact
that this class of small, regulatory RNA genes frequently
resides in cancer-associated genomic regions.”> Evidence is
accumulating that microRNas contribute to tumorigenesis,
which indicates that aberrations should be examined for the
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Table 2 Minimal common regions of overlapping positive or negative value copy number alterations

Location® Width? Band1 Band2 Cases® Ratio® Cancer-associated coding genes® microRNAs
chr1:31200-32 688 1487 1p35.2 1p35.1 4,14 0.58 BAI2 FABP3 HDAC1 LCK RBBP4 PTP4A2 EIF3S2 PUM1 KHDRBS1 IQCC MARCKSL1
TXLNA SERINC2
chr1:50618-52179 1561 1p32.3 1p32.3 4,14 0.55 CDKN2C EPS15 NRD1 RAB3B FAF1 RNF11
chr6:121 809-125 021 3212 6q22.31 60g22.31 2,5 0.59 FABP7 GJAT HSF2 PKIB SMPDL3A SERINC1 TCBAT1
chr6:154 919-155 868 949 6q25.2 6925.3 3, 11,13, 0.53 CNKSR3, TIAM2
15
chr7:26 967-27 057 90 7p15.2 7p15.2 2,3,14,* 1.38 HOXA7 HOXA9 HOXA10 HOXAT1 HOXA13 MIRN196b
chr8:65 349-67 543 2193 8q12.3 8q13.1 1,48 0.55 CRH CYP7B1 TRIM55 DNAJC5B ADHFET1 MIRN124A2
chr9:20 864-26 312 5447 9p21.3 9p21.2 1,57% 0.55 CDKN2A CDKN2B IFNAT IFNA13 [FNA17 IFNBT MTAP TUSC1 MIRN31
chr12:43743-50676 6 932 12912 12913.13 5, 14,16 0.61 ACVR1B ACVRL1 ADCY6 ARF3 ATF1 CCNT1 COL2A1 LALBA PFKM PRKAG1 SMARCD1
TEGT VDR WNT1 WNT10B TUBATA MLL2 DDX23 TUBA1B RAPGEF3 FAIM2 ANP32D
LETMD1 RND1 RACGAP1 SENP1 PLEKHA9 LIMA1 HDAC7A RHEBLT AMIGO2
chr12:51798-52 404 606 12g13.13 12g13.13 5,14, 16 0.61 AMHR2 ITGB7 PCBP2 PFDN5 RARG SP1 TARBP2 MAP3K12 ESPLT CSAD PRR13
chr17:6277-18 845 1154 17p13.2 17p11.2 8,12 0.61 ALOX12 CD68 CLDN7 EIF4AT EIF5A FGF11 POLR2A SLC2A4 TNK1T TNFSF13 TNFSF12 MIRN195,
CLECTOA GABARAP AIPL1T YBX2 PITPNM3 TXNL5 KCTD11 BCL6B ALOX15B ATP1B2 MIRN497,
CHD3 EFNB3 GUCY2D MYH10 PERT RCVRN RPL26 SHBG TP53 AURKB NTN1 FXR2 MIRN324,
ARHGEF15 JMJD3 HES7 WDR16 MYH10 RCVRN RPL26 AURKB NTN1 ARHGEF15 MIRN33b
WDR16 SCO1 MAP2K4 GAS7 ELAC2 ADORA2B COX10 MEIS3P1 PMP22 UBB COPS3
PIGL NCOR1T TNFRSF13B TRPV2 RASD1 FLCN LLGL1 SHMT1 SREBF1 TOP3A PEMT
GRAP ALKBH5
chr17:44 158-45 402 1244 17921.32 17921.33 8,12 1.34 GIP GNGT2 NGFR PHB HOXB13 IGF2BP1 MYST2 ABI3 MIRN196a-1
chr17:76 626-76 861 235 179253 179253 8,12, 13 1.58 AATK MIRN657,
MIRN338
chr22:15902-18 179 2277 22g11.1 22q13.2 7,9 147 SEPT5 BCL2L13 BID CDC45L CLTCLT GNB1L MRPL40 PRODH TBX1 UFD1L

Location and width in kb.

b*Additional case(s) less than 10 probes.

C . . P -
Maximum (gain) or minimum (loss) ratio.

dAtIas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology.

The bold values indicate genes of special interest.
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Array CGH analysis of adenoid cystic carcinoma
A Bernheim et al

Figure 2 Immunoperoxydase staining for cyclin D1, MDM2, and VEGFA. (a and b) Cyclin D1: diffuse reactivity within tumor nuclei in case 3 (a); diffuse

reactivity in tumor nuclei on the right side and lack or reactivity in the adjacent salivary gland on the left side in one paraffin-embedded case (case 18) (b).
(c and d) MDM2: strong reactivity in scattered nuclei (arrows) in case 7 (c); moderate cytoplasmic staining, but lack of nuclear reactivity in the adjacent
epithelial structures in the cavum in the same case (d). (e and f) VEGFA: diffuse cytoplasmic reactivity in case 7 (e); another field of the same case showing
on the left side minor salivary glands with negative mucous cells and positive serous cells (arrow) (f).

presence of potentially cancer-associated microRNA genes.
The deletion at 8ql2.3, where no straightforward tumor
suppressor gene has been located, harbors the MIRNI124A2
gene, which regulates MMP2, which is involved in invasion

www.laboratoryinvestigation.org | Laboratory Investigation | Volume 88 May 2008

and metastasis, and the oncogene CDK6.** Two regions
of gains at clusters of HOX genes, several of which are
oncogenic, contain MRINI96 genes that participate in the
post-transcriptional regulation of HOX messages.””
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Array CGH analysis of adenoid cystic carcinoma
A Bernheim et al

Figure 3 Validation of aCGH results using FISH on touch imprint of frozen tumors. (a) Case 3. Four copies of KIT gene were noted on the nuclei
(white arrows). (b) Case 1. A single CDKN2A/2B locus (red signal) was observed while the control FISH probe (9921) in green was normal. The nuclei
with deletion are indicated with arrows. (c) Case 3. The BAC clone RP11-195M19 (red) in the region of CCND1 gene was present in three copies on
tumor nuclei. (d) Case 7. The BAC RP11-159C11 (red) and RP11-1143G9 (green) were chosen at the locus and near MDM2 gene respectively. Some
nuclei showed a typical amplification pattern seen with double minute amplification.

While we were in the final phase of writing this paper,
Vékony et al'?, published the results of a study using BAC-
based CGH 4.2k array in a series of 18 paraffin-embedded
primary ACCs, showing very frequent (~60-80%) copy
number gains at loci of growth factors and their receptors.'*
Here, we analyzed 17 samples, but the number of aberrations,
particularly gains, in our report is clearly lower than that
found by Vékony. Choosing to use conservative criteria with
a deliberate bias against high-copy repetitive or GC-rich
sequences, it is likely that we underestimated the number of
aberrations. Reviewing our primary data we noticed, albeit at
a far lower frequency, abnormalities consistent with 15 of the
21 gains that were reported by Vekony et al'?. Strikingly, 12 of
these 15 gains are localized to telomeres (1p36.33, 4p16.3,
8q24.3, 9q34.3, 11p15.5, 13q34, 16p13.3, 16q24.3, 17p13.3,
19p13.3, 20q13.33, and 22q13.33), and were discarded in
our study as telomere-associated sequences are markedly
GC-rich. While telomeric regions may contain important
cancer genes, our opinion is that further evidence is required
to establish the occurrence of widespread gains at telomeric
sites in ACC.
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In conclusion, although the present study is only a first-
pass screening approach, the results presented here suggest
that it provides an efficient entry point to catalog genomic
CNAs in ACC. We were able to find most regions of recurrent
gains and loss previously reported. Together with expression
data, our results strongly implicate MDM2. The gain at 4q12
warrants further exploration as it contains a cluster of
receptor kinase genes, whose products can be responsive to
specific therapies. Further efforts to identify the target genes
will probably involve systematic screens to produce ortho-
gonal data sets (mutational, epigenetic, expression and loss of
function phenotypes).
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Partie 4 : Cytogénomique des adénocarcinomes pulmonaires des non
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Introduction

Le tabagisme actif est la principale cause de mortalité par cancer du poumon. En revanche,
15% des hommes et 53% des femmes développent un cancer bronchique non a petite cellule
(CBNPC) sans avoir jamais fumé, soit 25% des patients dans le monde [Ferlay et al., 2010]. En
France en I’an 2000, les CBNPC du NF sont responsables du décés de 17% des femmes et 4%
des hommes. En Europe et au Nord des Etats-Unis, a peu pres 10-15% surviennent chez des non
fumeurs [Toh and Lim, 2007], alors que 30-40% des CBNPC touchent des sujets non fumeurs
CBNPC dans les pays Asiatiques [Toh and Lim, 2007]. Les sujets non fumeur (NF) sont définis
comme ceux qui ont fumé moins de 100 cigarettes dans leur vie [Ferlay et al., 2010].

Les CBNPC du NF sont plus fréquents chez les femmes et ’adénocarcinome est le type
histologique prédominant [Wakelee et al., 2007]. Par rapport aux F, les patients NF répondent
mieux aux traitements par les inhibiteurs du récepteur a I’ EGF [Shepherd et al., 2005 ; Thatcher
et al., 2005].

Les mutations EGFR sont plus fréquentes dans les CBNPC des NF que ceux du F et sont
exclusives avec les mutations KRAS [Pao et al., 2004 ; Pham et al., 2006 ; Tam et al., 2006 ; Tsao
et al., 2005]. Des mutations du gene HER2/neu ont ¢té rapportées les CBNPC du NF [Shigematsu
et al., 2005]. Les mutations KARS et TP53 varient avec le statut F/NF [Denissenko et al., 1996 ;
Riely et al., 2008 ; Toyooka et al., 2006]. Les études génomiques des CBNPC du NF ont été
réalisées sur des cohortes de petite taille et les approches expérimentales étaient peu résolutives et
intéressant un nombre restreint de locus génomique [Sanchez-Cespedes et al., 2001 ; Wong et al,
2002, 2003]. Nous avons entrepris 1’étude de 60 tumeurs d’adénocarcinome de NF par aCGH de
haute résolution dans I’optique de préciser le profil des remaniements génomiques récurrents et

de mettre en évidence éventuellement 1’implication de nouveaux geénes dans ce type de cancer.
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I. Caractéristiques cliniques et histopathologiques

1. Aspects Cliniques :

L’age au diagnostic semble varier avec la zone géographique [Wakelee et al., 2007]. Par
rapport aux CBNPC du F, ceux du NF surviennent chez 1’adulte jeune en Asie, en revanche, en
Europe et aux Etats-Unis, ils surviennent soit au méme age soit a un age un peu plus avancé.

Les CBNPC du NF semblent étre plus fréquents chez les femmes que chez les hommes
[Wakelee et al., 2007]. Cependant une analyse de 13 études prospectives, dans laquelle était
étudi¢e des sujets NF, I’incidence du cancer pulmonaire chez les NF entre les hommes et les
femmes semble étre identique aprés normalisation selon 1’age des sujets de plus de 40 ans [Thun
et al., 2008].

La prévalence des mutations activatrices du géne EGFR chez les patients NF atteints de
CBNPC est presque 10 fois supérieure a celle observée chez les F [Shigematsu et al., 2005].
Cette caractéristique moléculaire explique une meilleure réponse aux inhibiteurs de I’EGFR,
comme gefitinib et erlotinib, des patients NF par rapport aux F [Shepherd et al., 2005 ; Thatcher
et al., 2005].

Plusieurs études ont rapporté une meilleure survie du NF par rapport au F et ceci quelque
soit, le stade de la maladie, le traitement, les facteurs de co-morbidités et les autres facteurs
pronostiques connus [Zell et al., 2005]. Par exemple, dans une analyse multivariée de patients
avec un adénocarcinome stades I-1V, le statut NF constitue un facteur prédictif indépendant pour
une meilleure survie. Il est cependant difficile dans ces différentes études de connaitre la
mortalité spécifique due a la maladie elle-méme ou a un facteur de co-morbidité, de tels facteurs
étant souvent nombreux chez les sujets tabagiques [Hadoux et al., 2011].

Des études ¢épidémiologiques ont identifié plusieurs facteurs environnementaux, en
association avec les CBNPC du NF. L’association du risque du cancer du poumon et la fumée
environnementale du tabac (FET) a été rapportée. Des études ont démontré que 1’exposition a la
FET augmente de 20-25% le risque de survenue du cancer du poumon [Sun et al., 2007]. En se
basant sur ces résultats, ’institut Américaine de santé et ’agence internationale de la recherche
sur le cancer ont désigné la FET comme carcinogéne pour carcinogéne pour 1I’homme.
Neéanmoins, 1’incidence globale indique que la FET est relativement un faible carcinogeéne et la
majorité des cancers du poumon du NF ne peuvent pas étre expliqués par I’exposition a la FET

uniquement [Sun et al., 2007]. D’autres facteurs susceptibles de favoriser la survenue du cancer
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du poumon chez le NF ont été rapportés c’est I’exemple des radiations ionisantes et certains

métaux lourds [Hadoux et al., 2011, Sun et al., 2007].

2. Aspects histopathologiques
Les adénocarcinomes (AD) sont les formes histologiques les plus fréquentes des CBNPC des NF
[Travis et al., 2004]. Le carcinome bronchoalvéolaire (BA) et les adénocarcinomes mixtes avec
composante BA se distinguent des autres CBNPC par une fréquence accrue de survenue chez les
NF.

Le carcinome BA est une Iésion localisée de petite taille (= 3cm) formant une couche
unicellulaire tapissant des structures alvéolaires préexistantes sans infiltration stromale,
vasculaire ou pleurale, définissant ainsi une progression de type « lépidique » (Figure 47). 1l
s’agit d’un carcinome a différenciation glandulaire exclusivement bronchoalvéoalire, donc c’est
un carcinome in situ et non un adénocarcinome comme cela a été proposé dans la dernicre
classification de I’OMS en 2004 [Travis et al., 2004].

Les adénocarcinomes mixtes ce sont des carcinomes a différenciation glandulaire
comprenant toujours au moins une composante invasive et éventuellement une composante non
invasive (BA). Les adénocarcinomes mixtes avec composante BA sont plus fréquents chez les
NF que chez les F.

Il est a noter que la présence d’une composante BA est associée a un meilleur pronostic
dans certaines études [Koike et al., 2009 ; Noguchi et al., 1995]. Ceci justifie en partie la
proposition actuelle de réviser la classification des CBNPC en introduisant le sous-type
« lépidique » correspondant a 1’adénocarcinome mixte comportant une composante BA dans
I’ancienne classification. Le sous-type « 1épidique » est plus fréquent chez les NF que chez les F.

L’immunohistochimie est un élément clé du diagnostic histologique de I’AD pulmonaire.
Le TTF-1, est un excellent marqueur permettant de confirmer dans 75 a 80% des cas ’origine
primitive d’un adénocarcinome pulmonaire qui est TTF-1" [Lau et al., 2002]. C’est utile pour
¢liminer I’origine métastatique des AD d’autres sites anatomiques comme le sein et le colon qui
sont TTF-1 négatifs. D’autres anticorps comme p63, les CK5/6 et CK7 (cytokératines ; CK),

peuvent étre utilisés pour faire le diagnostic pathologique des AD [Travis et al., 2011].
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Figure 47 : Carcinome bronchoalvéolaire. A, Tumeur non mucineuse circonscrite avec
une progression purement « lépidique ». Absence de foyers d’invasion. B, La tumeur
montre des pneumocytes atypiques en prolifération le long d’une paroi alvéolaire
légérement épaissie. D’apres (Travis et al, 2011).

I1. Facteurs génétiques de prédisposition

Le cancer du poumon est une maladie liée a I’exposition a des facteurs environnementaux.
Il est probable que des facteurs de prédisposition d’ordre génétiques soient aussi impliqués [Li et

al., 2010].

1. Antécédents familiaux de cancer du poumon :

Des analyses de cancer du poumon des NF ont démontré que 1’existence des antécédents
familiaux augmentent 1.5 fois le risque de survenue de cancer du poumon [Matakidou et al.,
2005]. Le genetic epidemiology of lung cancer consortium a rapporté I’étude de 52 familles avec
3 membres ou plus atteints de cancers du poumon ou du larynx et a identifié un locus, situé¢ en
6q23q25, prédisposant au cancer du poumon [Bailey-Wilson et al., 2004]. La cartographie fine
de cette région a identifi¢ RGS17 (protéine G impliquée dans la prolifération cellulaire) comme
gene de susceptibilité associé a un risque relatif de 4.71 pour la survenue d’un cancer du poumon
chez les NF. [Amos et al., 2010 ; You et al., 2009]. En revanche, le role fonctionnel de RGS17
dans la survenue du cancer du poumon reste a déterminer et des études de confirmation dans des

familles avec plusieurs membres atteints sont requises.
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2. Marqueurs génétiques de prédisposition
Des ¢tudes d’association ("genome wide association") appliquées sur de grandes cohortes
dans des descendants de populations génétiquement hétérogénes ont mis en évidence 3 locus

polymorphes, localisés en 5p15.3, 13q31.3 et 15g25.1associés au cancer du poumon.

Une étude de 1’agence internationale de recherche sur le cancer (IARC) englobant 3259 cas
de cancer du poumon et 4159 témoins a rapporté un locus de susceptibilité localisé en 5p15.3,
région incluant les génes CLPTMIL ("cleft lip and palate transmembrane protein I-like") et
TERT ("telomerase reverse transcriptase') [McKay et al., 2008]. Cette méme région a été
identifiée dans une autre étude intéressant 10000 cas de cancer du poumon (5000 patients
appariés a des témoins) [Wang et al., 2008]. Deux variants, rs402710 et rs2736100, sont associé¢ a
un risque ¢élevé de survenue de cancer du poumon [McKay et al., 2008 ; Wang et al., 2008]. Cette
association a été confirmée par une autre é¢tude intéressant une cohorte plus large [Truong et al.,
2010]. Cette analyse a également rapporté une association plus forte de ces 2 variants avec les
adénocarcinomes pulmonaires qu’avec les autres types histologiques comme le carcinome
épidermoide et le carcinome a petites cellules.

Les connaissances actuelles des fonctions des genes CLPTMIL et TERT impliquent ce
dernier comme plausiblement le geéne candidat du cancer du poumon. 7ERT est un compose¢,
réverse transcriptase, de la télomérase et qui est crucial pour I’activité enzymatique de la
télomérase et le maintien des télomeéres. La télomérase est responsable du maintien de la
longueur des télomeéres dans plus 90% des cancers chez ’homme (y compris le cancer du
poumon) qui présentent une activité positive de cette télomérase, suggérant que le maintien de la
longueur des télomeres est une étape clé dans la majorité des cancers.

Le géne CLPTMIL doit son nom a son homologue CLPTM]I, localisé¢ sur le 19p, et
ségrégue avec un phénotype de fente labio-palatine dans une famille [Yoshiura et al., 1998].
CLPTMIL a été cloné comme un facteur de résistance au cisplatine dans des lignées de cancer
ovarien, sous le nom de CRR9 ("cisplatin-resistance related protein 9") [Yamamoto et al., 2001].
La région 5pl5.3 est associée a un risque relatif de 1.62 et 2.35 pour les hétérozygotes et
homozygotes respectivement dans une population de femmes Asiatiques NF [Hsiung et al.,
2010]. D’autres études ont rapporté que le locus 5p15.3 est associ¢ a d’autres types de cancers
comme les tumeurs : du cerveau, de la peau, de la prostate, de ’'utérus et de la vessie [Rafnar et

al., 2009].
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Une étude pangénomique par des SNP array dans une cohorte de 754 patients NF atteints
de cancer de poumon (377 patients appariés a des témoins), a identifi¢ 2 SNP, rs2352028 et
1s2352029 localisés dans I’intron 5 du gene GPC5/13q31.3, qui conferent un risque de 60% de
développer un cancer du poumon chez les NF [Li et al., 2010]. L’étude d’expression a démontré
que ces 2 variants controlent ’expression du gene GPCJ5. En effet, ces 2 all¢les sont associés a
une baisse de I’expression de GPCS. De plus, dans les AD, le transcrit de GPC) est réduit de
50% par rapport a un tissu pulmonaire normal [Li et al., 2010]. Le géne GPCS5 est un membre de
la famille des glycanes. Les données actuelles suggerent que ces glycanes régulent les voies Wnt,
hedgehog, FGF et BMP [Filmus et al., 2001]. Selon le contexte, les glycanes peuvent soit
stimuler soit inhiber ces voies de signalisation qui sont cruciales pour la prolifération et la
division cellulaire [De Cat and David, 2001 ; Filmus, 2001]. Les altérations du locus GPC5 est
un événement commun a plusieurs cancers. L’amplification de la région 13q31.3 est observée
dans plusieurs types de cancers notamment dans les lymphomes [Toujani et al., 2009].

Les 2 variants identifiés et qui régulent I’expression de GPC5 peuvent contribuer au
développement du cancer du poumon des NF. Néanmoins, d’autres études sont nécessaires pour
explorer les mécanismes de régulation de ces variants et le role fonctionnel de GPC5 dans
I’oncogenese pulmonaire.

Trois études de liaison a grande échelle ont rapporté un locus de prédisposition au cancer
du poumon localis¢ dans la région 15q25.1 [Amos et al., 2008 ; Hung et al., 2008 ; Thorgeirsson
et al., 2008]. Cette région contient 3 génes codant pour des récepteurs cholinergiques de type
nicotinique (CHRNA3, CHRNAS5 et CHRNB4) ubiquitaires. Deux des 3 études ont identifié des
variants alléliques qui sont directement associés au risque de cancer du poumon [Amos et al.,
2008 ; Hung et al., 2008], alors que la 3°™ étude a rapporté une association de la méme région a
la dépendance a la nicotine et donc augmente indirectement le risque de survenue du cancer du

poumon via la consommation du tabac [Thorgeirsson et al., 2008].

III. Caractéristiques génomiques somatiques

1. Altérations génomiques quantitatives
Des études ont rapporté une différence des altérations chromosomiques dans les cancers
pulmonaires entre F et NF. Une cohorte de 45 AD (18 NF appariés avec 27 F) a été analysée par

54 marqueurs microsatellitaires couvrant 28 bras chromosomiques différents [Sanchez-Cespedes
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et al., 2001]. Des LOH dans les régions chromosomiques 3p, 6q, 9p (P16), 16p, 17p (TP53) et
19p sont significativement plus fréquentes dans les adénocarcinomes des F que les NF. De plus,
la médiane de perte allélique est plus élevée chez les F (0.28) que les NF (0.11) [Sanchez-
Cespedes et al., 2001]. Dans la cohorte des NF, les altérations chromosomiques sont rares et
impliquent souvent les régions chromosomiques 9p (22%), 12p (22%) et 19q (22%) comparées
au reste du génome [Sanchez-Cespedes et al., 2001]. Dans une étude similaire, 42 NF et 29 F
atteints d’AD ont été analysés a la recherche d’anomalies chromosomiques par 84 marqueurs
microsatellitaires [Wong et al., 2002]. La médiane de LOH ¢était de 40% pour les NF contre
44.5% chez les F, lesquelles valeurs sont supérieures a 1’étude précédente. La méme étude n’a
pas trouvé une fréquence globale d’altérations génomiques plus élevée chez les F que les NF, a la
différence un chevauchement significatif entre les 2 groupes a été noté¢ [Wong et al., 2002]. Les
altérations des régions 16q, 17q et 19q sont plus fréquentes chez les NF que les F. En revanche,
et en accord avec les résultats de la série de Sanchez-Cespedes et al [2001], les régions 9p21
(45%) et 19q13.3 (48%) semblent étre plus fréquemment remaniées chez les NF que les F.
L’¢tude de 12 AD (6 NF appariés avec 6 F) par 52 microsatellites répartis sur 10 locus
chromosomiques différents a rapporté une moyenne de LOH chez les NF supérieure a celle des F
(46% versus 28% ; p<0.05) [Powell et al., 2003]. Une atteinte significativement plus fréquente
des régions 3p, 8p, 9p, 10p et 10q chez les NF par rapport aux fumeurs a été rapportée par cette
étude.

L’¢tude par CGH de 32 AD de NF a identifié¢ un gain du 16p, dans 59% des cas, comme le
gain le plus fréquent [Wong et al., 2003]. Les mémes auteurs et d’une maniére séparée ont
analysé 10 tumeurs issues de patients F et ont détecté un gain 16p dans un seul cas.

L’analyse de 69 AD de F (n=39) et NF (n=30) par SNP array a rapporté un gain plus
fréquent chez les NF des régions 5q, 7p et 16p [Thu et al., 2012].

Il est difficile de conclure quant a la nature et la spécificit¢ des remaniements
chromosomiques observés dans les CBPNC des NF étant donnée le nombre limite des cas étudiés

et la disparité des approches expérimentales.

2. Altérations génomiques équilibrées

2.1 inv(2)(p21p23)
L’équipe de Soda [2007], a rapporté un essai de transformation médiée par des rétrovirus,

dans lequel une banque d’expression d’ADNc a été réalisée a partir d’AD pulmonaires réséqués
chirurgicalement. Aprés transformation de cellules NIH3T3, les ADNc ont été amplifiés puis

séquencés. Un des transcrits séquencés contient le géne de fusion (Figure 48) formé par EML4
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("Echinoderm microtubule-associated protein-like 4") et ALK ("Anaplastic lymphoma kinase")
qui résulte d’une inversion cryptique de la région chromosomique inv(2)(p21p23). L’alléle
sauvage d ’EML4 est un membre de la famille des protéines EMAP et I’extrémité N-terminale a
précédemment été démontrée que comme essentielle pour la formation des microtubules des
cellules Héla [Pollmann et al., 2006]. Le géne ALK code pour une tyrosine kinase. Deux
nouveaux partenaires d’ALK, KIF5B et TFG, ont été rapportés dans les cancers pulmonaires
[Rikova et al., 2007 ; Takeuchi et al., 2009 ; Wong et al., 2011]. L ¢tude par FISH de CBPNC a
démontré des amplifications d’EML4 et/ou d’ALK, indiquant que d’autres mécanismes de
réarrangements génomiques de ces 2 génes peuvent survenir [Perner et al., 2008].

Les transcrits de fusion impliquant ALK semblent étre restreints aux CBPNC. En effet,
I’é¢tude par RT-PCR des geénes de fusion: NPM-ALK, TPM3-ALK , CLTC-ALK , ATIC-ALK et
TFG-ALK, qui sont récurrents dans les hémopathies malignes, dans une cohorte de 77 CBPNC
primaires a exclu la présence de ces transcrits de fusion dans le cancer du poumon [Shinmura et
al., 2008].

Les réarrangements du géne ALK ont été identifiés dans 2-7% des CBPNC [Kwak et al.,
2010 ; Soda et al., 2007]. Histologiquement, cette anomalie est corrélée a une tumeur moins
différenciée avec une structure acineuse prédominante [Inamura et al., 2009] ou en bague a
chaton. Il semble que le gene de fusion EML4-ALK ne soit pas présent dans toutes les cellules
tumorales [Perner et al., 2008]. La majorité de ces tumeurs sont TTF1+.

Une ¢étude de 82 patients atteints de CBPNC, dont I’'implication du géne ALK a été
démontrée par FISH, a rapporté une réponse de 57% au traitement par le crizotinib (PF-
02341066) et une survie sans événement a 6 mois de 72% [Kwak et al., 2010]. Le crizotinib agit
d’une maniere compétitive avec I’ATP, inhibe le récepteur ALK et également MET. Des
mutations acquises de novo de résistance ont été¢ rapportées au cours du traitement par cette

molécule [Choi et al., 2010].
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Normal Fusion

2p21 2p23

Figure 48 : Géne de fusion EML4-ALK. Ce dernier résulte d’une inversion
paracentrique et cryptique: inv(2)(p21p23). Adapté de (Cheng, 2012).

2.2 inv(10)(p11.2q11.2)

Récemment, 1’équipe de Kohno [2012] en réalisant, dans une premiere étape, un
séquencage de 2°™ génération du transcriptome de 30 AD pulmonaires a démontré la présence
d’un géne de fusion formé par KIF5B ("kinesin family 5B") et RET. Ultérieurement, 1’étude de
319 échantillons d’AD par RT-PCR et séquencage selon Sanger a mis en évidence le géne de
fusion KIF5B- RET dans 2% des cas (soit 6/319). Le géne RET code pour une tyrosine kinase,
remanié par des translocations dans le carcinome papillaire de la thyroide [Fusco et al., 1987 ;
Takahashi et al., 1985] et dans des hémopathies malignes. KIF5B est un géne partenaire d’ALK et
le géne de fusion résultant a été rapporté dans le cancer du poumon [Takeuchi et al., 2009 ; Wong
etal., 2011].

L’¢tude par PCR génomique de 6 tumeurs exprimant le géne de fusion, a permis de
conclure que KIF5B- RET est le produit d’une inversion péricentromérique du chromosome 10 :
inv(10)(p11.2q11.2) et cette anomalie a ensuite été confirmée par FISH [Kohno et al., 2012]
(Figure 49). Cette inversion inv(10)(pl11.2q11.2) est absente dans les cellules épithéliales
normales et les cellules inflammatoires qui jouxtent les cellules tumorales, confirmant ainsi le

caractere acquis de cette anomalie [Takeuchi et al., 2012]. Dans les tumeurs présentant le géne de
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fusion KIF5B-RET, le taux de transcrit de RET est 30 fois supérieur a celui observé dans un tissu

pulmonaire normal.

KIFSB
Chr10 (active)

|

p“l ‘ I‘E |11.2'N|
L | I

3

\ RET
(inactive)

RET-KIFSB ./
Inv(10) (inactive)

g4y

I KIFSB-RET
{active)

Figure 49 : Géne de fusion KIFSB-RET. Ce geéne résulte d’une inversion de
10.6 Mb: inv(10)(p11.2q11.2). D apres (Ju et al, 2012).

L’immunohistochimie a I’aide d’un anticorps dirigé contre la protéine RET a permis de
démontrer un marquage cytoplasmique positif des cellules tumorales ayant le géne de fusion
KIF5B- RET [Kohno et al., 2012]. Ces AD pulmonaires présentant le géne de fusion KIF5B- RET
sont TTF-1" [Takeuchi et al., 2012]. Tous les échantillons (7/399) présentant KIF5B-RET sont :
ALK, EGFR,""* EML4-ALK négatif, HER2/neu"" et KRAS™" [Takeuchi et al., 2012]. La nature
mutuellement exclusive de KIF5B-RET avec les autres anomalies suggere un role primaire ou
driver de KIF5B-RET dans la carcinogenese pulmonaire [Herbst et al., 2008 ; Gerber and Minna,
2010 ; Janku et al., 2010]. L’association du gene fusion KIF5B-RET et le statut F/NF n’est
encore pas clair [Kohno et al., 2012 ; Lipson et al., 2012].

Des transcrits variants ont été rapportés, mais la protéine chimérique résultante contient le
domaine coild-coil de KIF5B, indispensable a I’homodimérisation, [Hirokawa et al., 2009] et tout
le domaine kinase de RET lequel est détecté dans les autres génes de fusion récurrents dans les
tumeurs de la thyroide [Jhiang, 2000]. L’expression de KIF5B-RET dans une lignée de cancer de
poumon, H1299, dépourvue de ’allele sauvage de RET et tout autre géne de fusion impliquant ce
dernier induit la phosphorylation du domaine kinase de RET. Cette phosphorylation, secondaire a

la fusion avec KIF5B, est supprimée par vandetanib qui est une antityrosine kinase dirigée contre
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RET [Commander et al., 2011]. L’expression de KIFF5B-RET dans des fibroblastes NIH3T3 induit
une transformation cellulaire [Kohno et al., 2012].

Le gene, CCDC6 ("coiled-coil domain containing 6"), autre partenaire de RET a été
rapport¢ dans les adénocarcinomes pulmonaires [Takeuchi et al., 2012]. Le geéne de fusion

CCDC6- RET a précédemment été rapporté dans le cancer de la thyroide [Greico et al., 1990].

2.3 Translocations t(6;V)(q22/R0OS1;V)

Le géne ROSI ("c-ros oncogene 1"), qui code pour un récepteur a activité tyrosine, a été
impliqué dans les CBPNC [Rikov et al., 2007]. Deux genes de fusions impliquant ROS! ont été
rapportés dans les cancers du poumon. Ces génes impliquent : solute carrier family 34 soduim
phosphate: SLC3442-ROS1 qui résulte d’une translocation t(4;6)(q15.2;q22) et CD74, molécule
du complexe HLA : CD74-ROS1 qui est le produit d’une translocation t(5;6)(q32;q22). Ces genes
de fusions ont été identifiés dans une tumeur (1/150 cas ) et une lignée cellulaire (1/44 cas) de
CBPNC [Rikov et al., 2007].

Une étude récente intégrative moléculaire et histopathologique de 1476 CBPNC a rapporté,
en plus de 2 génes sus-cités 4 autres geénes partenaires de ROS/ [Takeuchi et al., 2012]. Ces
génes correspondent a: t(1;6)(q21.2;q22)/TMP3-ROSI, inv(6)(q22q25.3)/EZR-ROS1, t(6;12)
(922;q14.1)/LRIG3-ROS1 et t(6;20)(q22;q12)/SDC4-ROS1. Ces geénes de fusion représentent
0.9% (13/1476) des CBPNC et 1.2% (13/1116) des adénocarcinomes pulmonaires [Takeuchi et
al., 2012]. Ces tumeurs présentant un géne de fusion impliquant ROSI sont EGFR™" et KARS™".
Tous ces geénes de fusion contiennent le domaine kinase de ROSI. Parmi les partenaires de
ROSI, seulement TMP3 et EZR contiennent un domaine coild-coil qui peut participer a
I’homodimérisation, la structure des autres partenaires est pour le moment inconnu [Takeuchi et
al., 2012].

Dans le cancer du poumon les génes de fusion ne sont plus rares. Actuellement on
dénombre 3 genes, ALK, RET et ROS1, impliqués dans des genes de fusion avec des partenaires
multiples. Ces 3 geénes codent pour des récepteurs a activité tyrosine, pour ALK et RET des

molécules capables d’inhiber ces protéines mutantes sont en cours d’essai.
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3. Mutations ponctuelles
3.1 Anomalies de ’EGFR

L’EGFR est une famille de récepteurs a activité tyrosine kinase. Elle comprend 4 membres:
EGFR (HER1/ErbB1), HER2/neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) et HER4 (ErbB4). Dans les cellules
tumorales, I’activité tyrosine kinase de I’EGFR peut étre dérégulée par plusieurs mécanismes
oncogéniques notamment les mutations, 1’amplification génique (Figure 50) et la surexpression
de la protéine EGFR [Ciardello and Tortora, 2008]. Dans les CBPNC, les mutations et les
amplifications de I’ EGFR sont sensibles aux antiTK de I’EGFR [Gazdar, 2009].

La mutation EGFR est la premiére anomalie moléculaire retrouvée de facon prédominante
chez les NF par rapport aux F [Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004]. Les mutations somatiques
activatrices spécifiques et qui confeérent une sensibilit¢ aux antiTK de ’EGFR siégent dans le
domaine tyrosine kinase de I’EGFR. Les mutations de type délétion de I’exon 19 et de
substitution (L858R) de 1’exon 21 sont les plus fréquentes dans les CBPNC et sont appelées les
mutations «classiques» [Gazdar, 2009]. Ces mutations constituent un facteur prédictif de réponse
aux antiTK de I’EGFR [Shepherd et al., 2005 ; Thatcher et al., 2005].

Les variations de nombre de copies de I’EGFR ont été analysées au cours de la progression
des AD [Tang et al.,, 2008 ; Yatabe et al., 2008]. Les mutations de ’EGFR précédent les
anomalies de nombre de ce géne. L hétérogénéité du nombre de copies est plus importante dans
la tumeur primaire que dans la métastase correspondante [Tang et al., 2008]. L’amplification de
I’EGFR a ¢été corrélée a des formes histologiques de haut grade et/ou au processus d’invasion et
est rare dans les 1ésions prénéoplasiques [Yatabe et al., 2008 ; Yoshida et al., 2005]. Ainsi, des
tumeurs avec un profil d’amplification de I’EGFR apparaissent plus agressives. Dans une analyse
multivariée, I’amplification de I’EGFR (Figure 50) est a la fois un facteur, pronostic significatif
pour une baisse de la survie et prédictif de I’effet de I’erlotinib sur la survie [Zhu et al., 2008].
L’amplification de MET peut étre 1’'un des mécanismes de résistance a 1’erlotinib [Engelman et
al., 2007]. Il a été rapporté que les coupes en paraffines sont adaptées pour la recherche par FISH
de I’amplification de ’EGFR et MET ce qui permet de donner une information pronostique et
expliquer une éventuelle résistance aux antiTK de ’EGFR. L’expression de la protéine EGFR
détectée par immunohistochimie n’a pas de valeur pronostique, a 1’opposé les mutations ou
I’amplification de ’EGFR semble étre d’excellent marqueurs prédictifs pour une réponse aux
antiTK [Rowinsky, 2004].

Plusieurs études ont rapporté que la fréquence des mutations de I’EGFR dépend, de I’ethnie

(32% dans I’Est Asie / 7% chez les Caucasiens), du sexe (38% chez les femmes/ 10% chez les
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hommes), du statut tabagique (47% chez les NF / 7% chez les F) et du type histologique (30%
dans les adénocarcinomes / 2% dans les autres types) [Mitsudomi et al., 2006]. La fréquence des
mutations de I’EGFR apparait étre inversement proportionnelle a 1’exposition au tabac et a
I’exposition au tabagisme passif [Kosaka et al., 2004].

Les mutations spécifiques acquises de I’EGFR comme T790M, I’amplification de MET et
la surexpression d’HER3/ErbB3 sont responsables de 50% des cas de résistances aux antiTK de
I’EGFR [Nguyen et al., 2009 ; Tang et al., 2008].

L’implication des mutations HER2/neu dans les cancers du poumon des NF a été mise en
évidence en 2004 [Stephens et al., 2004]. Ces mutations, rapportées dans 66 cas parmi 3248
(2%), ont des caractéristiques cliniques similaires a celles de I’EGFR [Tomizawa et al., 2011]. En
effet, elles sont plus fréquentes, en Asie de I’Est (2,1%/ 1,5 chez les caucasiens), chez les femmes
(3,6% / 1% chez les hommes), les NF (3,9% / 1% chez les F) et dans les AD (2,7% / 0,3% dans

les autres types).

CEP(7)/

Figure 50 : Amplification du géne EGFR. HSR (fléches
rouges) du géne EGFR dans une lignée d’adénocarcinome
pulmonaire non fumeur. La fléche verte indique le
centromére du chromosome 7.
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3.2. Mutations KRAS

La protéine RAS agit en aval de la voie EGFR et stimule la prolifération cellulaire. Les
mutations activatrices KRAS sont plus fréquentes dans les CBPNC du F que dans celui du NF
[Ahrendt et al., 2001]. Ces anomalies sont prédictives d’une mauvaise survie et d’une résistance
aux antiTK de ’EGFR [Pao et al., 2005] et ont été associées aux adénocarcinomes a composante

solide prédominante. Les mutations EGFR et KRAS sont mutuellement exclusives.

3.3. Autres mutations

Les mutations de 7P53 ont été rapportées dans les cancers du poumon du F et moins
fréquemment du NF [Le Calvez et al., 2005]. De plus, la signature mutationnelle (c’est le ratio de
transitions, transversions, et délétions) et le Spectre mutationnel (la distribution des mutations
tout au long du gene) varient en fonction du statut F/NF [Denissenko et al., 1997]. des mutations
du gene LKB1, des mutations et ou amplification du géne NKX- 2 ont également été rapportées

dans les AD du NF [Ding et al., 2008 ; Weir et al., 2007 ; Ji et al., 2007 ; Winslow et al., 2011].

4. Conclusion

Les mutations des genes EGFR et HER2 sont présentes dans les exons qui codent pour les
domaines kinases [Lynch et al., 2004 ; Pao et al., 2004 ; Stephens et al., 2004]. Ces mutations
sont supposées aboutir a une autophosphorylation et une augmentation de la phosphorylation des
autres membres de la famille HER, donc une activation constitutive de ces récepteurs
membranaires. Ainsi les voies de signalisation en aval de ces protéines membranaires seront
activées d’ou une prolifération cellulaire soutenue et une résistance a I’apoptose. L’anomalie
KRAS correspond toujours a une mutation ponctuelle des codons 12 ou 13 [Rodenhuis et al.,
1987]. Ces mutations altérent I’activité intrinséque de la GTPase qui résulte en une accumulation
de KRAS sous sa forme GTP [Trahey and McCormick, 1987]. Concernant les génes de fusion
EML4-ALK et KIF5B-RET, les domaines Coiled-coil &’EML4 et KIF5B sont supposés agir
comme un motif d’oligomérisation, lequels domaines entraine une dimérisation et une
autophosphorylation du domaine kinase des protéines ALK et RET [Kohno et al., 2012 ; Mano,
2008]. En dehors du geéne de fusion KIF5B-RET les 4 autres anomalies génétiques semblent étre

suffisantes pour déclencher le processus de carcinogenese pulmonaire. En effet, les souris
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transgéniques exprimant ces aberrations développent un AD pulmonaire similaire a celui de
I’homme et la réduction de I’expression de ces transgeénes induit une régression tumorale [Chen
et al., 2010 ; Politi et al., 2006]. En corollaire, I’expression continue d’un oncogeéne aberrant est
nécessaire pour maintenir la viabilité des cellules tumorales. Ainsi, au moins dans un sous groupe
d’AD pulmonaire, les cellules tumorales sont dépendentes, « addictives », de ces oncogenes
[Gazdar et al., 2004 ; Weinstein and Joe, 2008]. Interrompre cette voie de signalisation
oncogénique, « addiction », par une molécule ciblée va altérer la survie des cellules tumorales,
donc réduire la charge tumorale et ralentir la progression tumorale [Vogelstein et al., 2004].

Le role des mutations KRAS dans la carcinogenese pulmonaire, n’est pas simple. Tous les
cancers, mutés pour ce geéne, ne sont pas dépendants du mutant KRAS [Singh et al., 2009]. La
suppression de I’expression de KRAS mutés par des shRNA dans des lignées de cancers
pulmonaires a montré que la moiti¢ d’entre elles maintiennent une viabilité cellulaire dans ces
conditions expérimentales, alors que la densité cellulaire est réduite dans 1’autre moiti¢ des
cellules. Une des hypothéses avancées pour expliquer ces résultats est le réle potentiel de
I’instabilité chromosomique causé par le tabac. Il a été démontré que la surexpression de MAD?2
induit une instabilit¢ chromosomique précoce qui augmente la probabilité¢ de récidive tumorale
dans des souris transgéniques pour KRAS et cette récidive est indépendante de la voie de

signalisation du mutant KRAS [Sotillo et al., 2010].

Enfin il est important de noter que les mutations EGFR, KRAS, HER?2, les geénes de fusion
EML4-ALK et KIF5B-RET sont mutuellement exclusifs [Kohno et al., 2012 ; Sun et al., 2010]. Il
en découle que ’AD du NF est hétérogene sur le plan génétique. La prise en charge
thérapeutique et pronostique du patient passe par I’identification de ces anomalies génétiques.

[West et al., 2012].
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Résultats et discussion

Partie 4 : Altérations génomiques dans les adénocarcinomes pulmonaires

des non fumeurs

Article 3: Genomic Aberrations in Lung Adenocarcinoma in Never Smokers

Plos one, December 2010, (5)12 e15145 1-11
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I. Contexte

Nous avons entrepris 1’é¢tude de 60 adénocarcinomes pulmonaires de NF par CGH array 244K a

la recherche de nouveaux geénes impliqués dans cette tumeur.

Le projet, intitulé Lung genes, implique 13 centres Francais. Les 60 patients sont des NF, définis
comme ceux qui ont fumé moins de 100 cigarettes dans leur vie [Ferlay et al., 2010], ont été
traités chirurgicalement. Le diagnostic histopathologique a été revu et les cas douteux ont été
exclus de cette étude. Le seuil de 50% de cellules tumorales ¢était évalué sur des coupes colorées
par I’hématoxyline-éosine. Apres extraction, les ADN tumoraux et de référence ont été
différentiellement marqués et hybridés en quantité équimolaire sur des lames de CGH array
contenant 244000 oligonucléotides. D’une maniére parallele une étude par SNP array, a été
réalisée sur 40 des 60 échantillons. Les genes EGFR (exons 18, 19, 20, 21) et KRAS (exons 2 et
3) ont été séquenceés. La validation des CNA de certains des génes candidats a été réalisée par
RQ-PCR et FISH et pour la plupart par la comparaison entre les résultats des aCGH et des SNP

array.

II. Présentation des résultats

La médiane d’age était de 69 ans (59-77 ans) avec une prédominance féminine (88%). Plus de la
moitié¢ des tumeurs était stade I. Histologiquement la tumeur était : bien différenciée dans 34 cas,
moyennement différenciée dans 7 cas et peu différenciée dans 19 cas. L expression de la protéine

TTF1/NKX-2 était détectée dans 57/60 tumeurs.

Le pourcentage moyen des altérations de nombre de copies (CNA) par tumeur était de 17% avec
des extrémes de 0-60%. Les pourcentages des gains et perte étaient similaires (p = 0.01) en
dehors du groupe de tumeurs ou le pourcentage des CNA était inférieur a 5%. Une classification
non supervisée de ces CNA a permis de dégager 2 groupes majeurs A et B. A leurs tours le
groupe A est ramifié en 2 sous groupes Al et A2, et le groupe B est classé¢ en Bl, B2 et B3
(Figure 1A de I’article 3). Les différents sous groupes différent par le pourcentage et le profil
des anomalies génomiques. Le nombre et la complexité des remaniements génomiques vont en
crescendo du sous groupes Al au sous groupe B3. Le sous groupe Al présentait le nombre le

plus faible de CNA (moyenne était de 2% avec des extrémes 0-4%). Le sous groupe B3 contenait
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le pourcentage le plus ¢élevé de CNA et le profil le complexe des aberrations génomiques. Le
nombre de CNA dans le sous groupe A2 était inférieur a celui de B1. Ce dernier était caractérisé
par un gain 8q. Le sous groupe B2 présentait plus de perte que de gain (21% versus 10%). Pour
B3, le gain des bras chromosomiques 7p et 7q était prédominant. Aucune différence clinico-
biologique n’était mise en évidence entre les 5 sous groupes.

Les gains récurrents étaient observés dans les régions 1q, 5p, 7p, 8q et 16p dans plus de 20% des
cas et entre 10-20%, ce gain était détecté en 5q, 6p, 7q, 14q, 16q, 17q, 20q et 21q et Xq. Dans
plus de 20% des cas, les pertes intéressaient les régions 8p, 9p, 9q, 13q et 18q, et entre 10-20%,
ces pertes étaient notées en 6q, 12p, 15q, 17p, 18p, 20p, Xp et Xq.

Les mutations de ’EGFR ¢étaient détectées dans 40/60 tumeurs. Parmi les 20 tumeurs, ayant
EGFR+/+, 4 présentaient des mutations pour KARS. Apres ajustement au pourcentage de CNA,
les mutations EGFR étaient associées aux sous groupes et au gain 7p. Le B3 présentait le
pourcentage le plus élevé (93%) du gain 7p et le taux (93%) de mutations EGFR le plus
fréquent. Chaque amplicon contenant EGFR, présentait une mutation du méme gene. Les
mutations KRAS n’étaient pas associées d’une maniere significative au gain 12p.

Dix tumeurs EGFR"*, KRAS™"* appartenaient soit au sous groupe Al (9/10 tumeurs), soit sous
groupe A2 (1/10). Les amplifications de MET et HER2/ERBB? étaient associées au gain 7p et a la
mutation EGFR respectivement.

Les gains récurrents avaient permis d’identifier 22 MCR ("minimal commun region" ;
Tableau 1 de P’article 3) localisées sur les régions : 1q, 2p, 5p, 5q, 7p, 7q, 8q, 12p, 12q, 14q, 18p
et 20q. Les genes candidats de ces MCR ¢étaient : BCLY9, ARNT, MDM4, NSDI1, EGFR, MYC et
MDM?.

Les pertes récurrentes avaient permis d’identifier 9 MCR localisées dans les régions : 1p, 3q, 6q,
8q, 9p, 16q et 20p (Tableau 2 de Particle 3). Plusieurs génes étaient mis en évidence dont
p15™*48/CDK2B qui était perdu dans 53% des échantillons.

Des amplifications, 27 amplicons, étaient détectées dans les régions : 1p, 3q, 6q, 8q, 9p, 16q et
20p (Tableau 3 de I’article 3). Ces amplicons contenaient plusieurs génes dont : MET, KRAS,
CDK4, FUS et HER2/ERBB?2.

L’¢tude par SNP array avait mis en évidence des LOH récurrentes au niveau de RBI et WRN

("Werner syndrome, RecQ helicase-like"), dont les locus étaient aussi remaniés par aCGH.

190



II1. Discussion

Nous rapportons, a ce jour, le nombre le plus important d’AD de NF étudiés par aCGH de haute
résolution. Les 60 échantillons tumoraux ont été sélectionnés d’une maniere tres rigoureuse. Pour
chaque cas, le diagnostic clinique et histopathologique a été revu et les cas douteux ont été exclus
de cette étude. Le statut NF a été vérifi¢ par un formulaire « ad hoc ». Le pourcentage de cellules
malignes a été évalué selon une procédure trés rigoureuse (pour revue [Bernheim et al., 2008]).
Les ADN sont extraits a partir de 60 tumeurs congelées et la qualité de ces ADN a été évaluée
selon les procédures d’Agilent et des moyens de contrdle interne. Les altérations de nombre de
copies ont été revues et les CNV ("copy number variation") ont été écartées. L’étude simultanée
par SNP array de 40/60 échantillons a permis de valider les CNA dans ce groupe de tumeurs.

L’¢étude par aCGH a permis d’identifier 2 grands groupes d’altérations génomiques. Le groupe A
présentait le taux le plus bas de CNA. Trois possibilités d’explication a ce résultat. Il se peut que
I’échantillon ne soit pas enrichi en cellules malignes, or les échantillons étaient évalués d’une
maniere précise et un seuil de 50% de cellules tumorales était fixé et quantifié pour que le
prélevement soit inclus dans 1’étude. La deuxiéme explication, c’est que notre approche
expérimentale n’était pas aussi résolutive. Certes la plate-forme 244K oligonucléotides a une
résolution relative par rapport a la nouvelle génération de microarray comme les 1Méga.
Néanmoins, au sein méme de cette étude ce type microarray avait permis de mettre en évidence
de nombreuses CNA avec un profil génomique complexe (sous groupe B3). La troisiéme
explication, est que I’anomalie driver dans ce groupe, de part sa nature, elle est indétectable par
aCGH. Il peut s’agir d’anomalie génomique équilibrée, c’est ’exemple du géne de fusion EML4-
ALK qui résulte d’une inversion cryptique : inv(2)(p21p23) [Soda et al., 2007]. L’étude ultérieure
de ces 10 échantillons par FISH avec une sonde de séparation d’4ALK avait montré des anomalies
de ce gene [Hofman et al., 2011]. Dans le cluster A1, qui comprend 7 cas, une séparation de la
sonde était observée dans un cas, une délétion de I’extrémité 5° d’ALK était notée dans un autre
cas, un gain simple copie (trisomie) d’ALK était détecté dans 3 cas, enfin le locus d’ALK était
normal dans 2 cas. Dans le cluster A2, qui contient 3 cas, une séparation de la sonde d’ALK était
détectée dans un cas, un gain simple copie et une polysomie d’ALK étaient observés dans les 2
cas restants. Ainsi dans le groupe A, dont le profil était EGFR"" et KRAS™", ALK était remanié
dans 3 cas. Dans les 7 cas restants, il serait intéressant de chercher les anomalies de

RET/10q11.2 et de ROS1/6q22 [Kohno et al., 2012 ; Takeuchi et al., 2012].
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Le deuxiéme groupe était caractérisé par de nombreuses CNA et Le nombre de CNA culminait
dans le sous groupe B3 avec un profil complexe. L’analyse non supervisé de ce groupe B a
permis d’individualiser des clusters qui différent par le taux et le profil de remaniements
génomiques. Un cluster fortement associé a un gain de 8q24/MYC, un 2°™ cluster caractérisé par
la perte des génes RBI et WRN. Enfin un 3°™ cluster caractérisé par un gain 7p et 7q et associé a
une fréquence élevée de mutants de I’EGFR. 11 en découle que ’AD du NF est hétérogene sur le

plan génétique.

Dans le groupe B3, Dinstabilit¢ chromosomique était associée aux anomalies de I’EGFR
(mutation, gain et amplification ). L’aCGH ne permet pas de tracer la chronologie de la survenue
de ces deux types d’évenements [Pinkel and Albertson, 2005]. En revanche, les mutations de
I’EGFR n’étaient pas associées au gain 7p dans 19 des 40 tumeurs EGFR™. Ceci permet de dire
que les mutations de I’EGFR ont peut étre un role primaire dans la carcinogenése des AD de NF.
Dans 19/40 tumeurs, les alleles mutés de I’EGFR se superposaient avec le gain simple copie du
7p et I’amplification de la région 7p12/ EGFR. Ce résultat laisserait dire que de 1’allele muté de
I’EGFR offre un avantage prolifératif, subit donc une sélection par la tumeur qui devient
dépendante, « addictive », de ce mutant. A 1’opposé les mutations de KARS étaient rares,
observées dans 4/60 tumeurs qui sont EGFR™". Ces résultats confirment que les mutations de
KRAS sont rares dans les AD de NF et elles sont exclusives par rapport aux anomalies EGFR.

Dans ce travail un nouveau gene FUS/TLS ("translocated in liposarcoma') était impliquée pour
la premiére fois dans la carcinogenese pulmonaire. Le géne FUS / 16pl1 était le siege d’une
amplification dont le mécanisme de formation laisse prédire qu’il résultait de plusieurs cycles de
cassure-pont-fusion. Cette amplification était associée a une surexpression de ce géne dans la
tumeur qui était le siege d’amplification par comparaison aux autres tumeurs n’ayant pas cette
amplification. FUS, remanié par translocation t(12;16)(ql13;pl11), a été cloné dans un cas de
liposarcome [Rabbitts et al., 1993]. Dans le liposarcome, FUS réarrangé par translocation a
plusieurs partenaires. Ce profil d’anomalie génomique est en faveur de ’hypothése qui dit que
I’oncogenese dans les AD du NF est dépendante, « addictive », d’un oncogene, qui dans ce cas
FUS [Gazdar et al., 2004; Suda et al., 2011]. Reste a déterminer maintenant le role de ce gene
dans la carcinogéne pulmonaire. Il parait assez prématuré¢ de dire que FUS aurait un role similaire
a celui de ’EGFR dans la carinogenése des AD de NF. Il serait intéressent de chercher le statut
mutationnel de FUS dans les 59 tumeurs ne présentant pas cette amplification. Dire que FUS joue
le réle d’un oncogéne parait trés précoce car certains genes, tel que TTF-1/NKX2-1, peuvent

avoir une fonction dualiste dans la carcinogenése pulmonaire [Winslow et al., 2011]. Des
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investigations plus poussées s’averent indispensables pour décrypter le role de FUS dans et la
carcinogenese pulmonaire de NF.

L’AD pulmonaire est une pathologie complexe. Outre 1’hétérogénéité phénotype (plusieurs types
histologiques), nous avons également mis en évidence un spectre d’anomalie génétique aussi
hétérogene. Un nouveau geéne, FUS, a été ajouté a la liste, non exhaustive, de génes impliqués
dans la carcinogenése des AD pulmonaires. Les approches pangénomiques ont s’avérent

indispensables de nos jours pour découvrir de nouveaux genes.
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Abstract
Background: Lung cancer in never smokers would rank as the seventh most common cause of cancer death worldwide.

Methods and Findings: We performed high-resolution array comparative genomic hybridization analysis of lung
adenocarcinoma in sixty never smokers and identified fourteen new minimal common regions (MCR) of gain or loss, of
which five contained a single gene (MOCS2, NSUN3, KHDRBS2, SNTG1 and ST18). One larger MCR of gain contained NSD1.
One focal amplification and nine gains contained FUS. NSDT and FUS are oncogenes hitherto not known to be associated
with lung cancer. FISH showed that the amplicon containing FUS was joined to the next telomeric amplicon at 16p11.2. FUS
was over-expressed in 10 tumors with gain of 16p11.2 compared to 30 tumors without that gain. Other cancer genes
present in aberrations included ARNT, BCL9, CDK4, CDKN2B, EGFR, ERBB2, MDM2, MDM4, MET, MYC and KRAS. Unsupervised
hierarchical clustering with adjustment for false-discovery rate revealed clusters differing by the level and pattern of
aberrations and displaying particular tumor characteristics. One cluster was strongly associated with gain of MYC. Another
cluster was characterized by extensive losses containing tumor suppressor genes of which RB7 and WRN. Tumors in that
cluster frequently harbored a central scar-like fibrosis. A third cluster was associated with gains on 7p and 7q, containing
ETV1 and BRAF, and displayed the highest rate of EGFR mutations. SNP array analysis validated copy-number aberrations
and revealed that RBT and WRN were altered by recurrent copy-neutral loss of heterozygosity.

Conclusions: The present study has uncovered new aberrations containing cancer genes. The oncogene FUS is a candidate
gene in the 16p region that is frequently gained in never smokers. Multiple genetic pathways defined by gains of MYC,
deletions of RBT and WRN or gains on 7p and 7q are involved in lung adenocarcinoma in never smokers.

Citation: Job B, Bernheim A, Beau-Faller M, Camilleri-Broét S, Girard P, et al. (2010) Genomic Aberrations in Lung Adenocarcinoma in Never Smokers. PLoS
ONE 5(12): e15145. doi:10.1371/journal.pone.0015145

Editor: Eric J. Bernhard, National Cancer Institute, United States of America
Received July 28, 2010; Accepted October 26, 2010; Published December 6, 2010

Copyright: © 2010 Job et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work is part of the Programme National d'Excellence Spécialisé Poumon funded by the Institut National du Cancer and of the Programme Cartes
d’ldentité des Tumeurs funded by the Ligue Nationale contre le cancer (grants to Pierre Fouret). The Institut National du Cancer has no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript. The Ligue Nationale contre le Cancer conducted the hybridization experiments to
SNP arrays as part of its program Carte d'ldentité des tumeurs. JL is employed by the Ligue Nationale contre le Cancer and analyzed the SNP array data.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* E-mail: pierre.fouret@psl.aphp.fr

® These authors contributed equally to this work.

Introduction

Tobacco smoking is the main avoidable cause of lung cancer.
However, lung cancer also occurs in never smokers and would
rank as the seventh most common cause of cancer death
worldwide [1], [2]. In France, lung cancer in never smokers
accounted in the year 2000 for 17% and 4% of lung cancer deaths
among women and men, respectively [3].

Lung cancer in never smokers occurs more frequently among
women, and it favors the adenocarcinoma histological type [4].
One of the most striking distinctions is the observed differential

@ PLoS ONE | www.plosone.org

response to drugs that target the epidermal growth factor receptor
(EGFR). Compared with smokers, never smokers treated with
these agents have higher response rates to treatment [5], [6].

EGFR mutations in lung cancer are more frequent in never
smokers and are exclusive with ARAS mutations [7], [8], [9], [10],
[11]. Mutations in HERZ also target never smokers [12]. The
transversion/transition ratio and the distribution of 7P53 and
KRAS mutations differ according to smoking status [13], [14], [15],
[16]. The complex mutational signatures of lung cancer cells in
smokers reflect the cocktail of carcinogens in tobacco smoke and
their proclivities for particular bases [17].
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While it is well established that specific DNA sequence
abnormalities are linked to smoking status, other oncogenomic
events are less well known among never smokers. In most genomic
studies, the proportion of never smokers is unknown or small
compared to that of smokers. Few separate studies of aberrations
in never smokers have been performed, mainly in patients from
East Asia [18], [19]. Allelic imbalances were infrequent in never
smokers with lung adenocarcinoma [20], although in Chinese
never smokers their pattern appeared distinct [18]. In Chinese
never smokers the most frequent aberration was gain of 16p [19].
In the largest study of the lung adenocarcinoma genome, never
smoker status was associated, although not significantly, with
amplification of 7p-q and 16p and deletion of 10q and 15q [21].
Preliminary studies also indicate a relationship between smoking
history and EML4-ALK fusions [22].

The catalogue of copy-number aberrations may lead to the
identification of imbalances encompassing genes that contribute to
the development or progression of lung cancer [23]. Here, we tried
to accrue knowledge of aberrations occurring in lung adenocar-
cinoma in never smokers with the goal to uncover new aberrations
that would include cancer genes.

Materials and Methods

Detailed methods on inclusion of patients, processing of
samples, EGFR and ARAS sequencing, oligonucleotide aCGH
analysis, genomic PCR, fluorescent in situ hybridization studies,
gene expression analysis and SNP array analysis are available in
supplementary information (Material and Methods S1).

Patients and samples

The project, referred as the Lung Genes (LG) study, involved 13
centers in France. The 60 patients were never smokers - defined
following current consensus guidelines [24], [25] as persons with a
lifetime exposure of less than 100 cigarettes. All patients had been
treated by surgery. The pathological diagnosis was reviewed and
cases for which a doubt about the primary site in the lung
remained were excluded.

The research has been approved by the Institut National du
Cancer review board as part of the Programme National
d’Excellence Spécialis¢é Poumon. Writen consent has been
obtained from study patients for the use of their lung samples.

Genomic DNA and RNA were extracted from frozen tumor
sections and the HCC827 cell line, obtained from ATCC. The cell
line was authenticated by comparison of its Agilent aCGH profile
with the previously published whole genome tiling path aCGH
profile [26].

Sequencing of EGFR and KRAS

EGFR exons 18, 19, 20, 21 and ARAS exons 2 and 3 were
directly sequenced in both sense and antisense directions from at
least two independent amplifications.

Oligonucleotide aCGH analysis

Genomic DNA was analyzed using 244K Whole Human
Genome (G4411B) microarrays (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). The data are described in accordance with
MIAME guidelines and have been deposited in ArrayExpress
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) under E-TABM-926 acces-
sion number.

The threshold for gain and loss was abs(log2ratio)>0.25 for a
minimum of 5 consecutive probes. Focal amplifications were
considered for aberrations showing a log2(ratio) >1.58 and
extending less than 5 Mb. Minimal common regions (MCR)
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were identified with STAC v1.2 [27] and by using both the
frequency-confidence and footprint methods at lower and higher
stringencies (confidence >0.95 and >0.995, respectively). MCR
were manually reviewed to validate breakpoints and to discard
copy-number variants. For hierarchical clustering, Euclidean
distances and Ward’s construction method were used. The
bootstrap tests were performed using the R environment
package Pvclust [28]. Cluster-associated aberrations were
identified using ANOVA with P values adjusted for their false-
discovery rate using the Benjamini-Hochberg method [29] The
P values (F-test) for the association of clusters with clinicopath-
ological variables were adjusted for multiple testing using
Bonferroni correction.

Genomic PCR

Quantification of FUS genomic DNA was performed in
Taqman® assays (Applera, Villebon-sur-Yvette, France) using
primers and probes that were designed using Primer3 software.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) studies
FISH was performed on tumor touch-imprinted slides.

Gene expression analysis

The gene expression analysis encompassed HG-U1133 plus 2.0
Affymetrix array data in a subset of 40 samples belonging to an
ongoing study (not published). Expression of probe sets in the
16p11.2 region was compared with the t-test.

Quantification of FUS mRINA expression was performed in pre-
designed Tagman®gene expression assays.

SNP array analysis

SNP array genotyping was carried out using the Illumina
“HumanCNV370-Quad” array (Illumina, Inc., San Diego, CA) in
the subset of 40 samples belonging to an ongoing study (not
published). Individual cases with aCGH profiles delineating an
aberration were selected for cross-validation by SNP array profiles.
The aCGH profile in the region of aberration was compared to
the corresponding SNP array profile for each selected case using
the Integrated Genome Browser (http://www.bioviz.org/igh/).

For assessment of copy-neutral loss of heterozygosity (LOH),
only segments with at least 10 consecutive SNPs showing a LOH
and a copy number equal to 2 were considered.

Results

Clinicopathological characteristics

The clinicopathological characteristics are shown in Table S1.
The median age was 69 years (interquartile range, 59 to 77).
Patients were more frequently women (88%). Pathological stages
were stage I in 32 cases (53 %), stage Il in 6 cases (10%), stage I1I in
21 cases (35%), and stage IV in 1 case (2%). The median tumor
size was 31 mm (interquartile range, 25 to 40). The tumors were
well-differentiated in 34 cases (57%), moderately differentiated in 7
cases (12%) and poorly differentiated in 19 cases (32%). They
comprised a broncholioalveolar component in 28 cases (47%).
Central fibrosis was present in 19 cases (32%). Tumor expressed
the NKX-2 protein in 57 cases (95%).

Genome complexity

The percentages of aberrant genome (AG) were calculated for
each case (mean 17%, median 16%, range 0 to 64%). The
percentages of gains (mean 9%, median 7%, range 0% to 31%)
and of losses (mean 8%, median 6%, range 0% to 41%) were
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similar and correlated (R2=0.102, P=0.01). Those percentages Partition of tumors into clusters

were not correlated when cases with low levels of AG (<5%) A non supervised hierarchical clustering analysis revealed two
belonging mainly to cluster Al (see below) were excluded main classes A and B, which could be further subdivided into 2
(R2=0.002, P=0.84) (Figure S1). clusters Al (n=16) and A2 (n=11) for A and into 3 clusters Bl
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Figure 1. Aberrations using aCGH analysis in 60 never smokers with lung adenocarcinoma. Panel A. Heat map of gains (green color) and
losses (red color) by chromosome generated by non supervised hierarchical clustering. Small blue or yellow dot indicate gains with log2(ratio)>1.5
and losses with log2(ratio)<<—1.5, respectively. Blue star (*): two outliers (37875 between classes A and B and 37569 between clusters B1 and B2).
Panel B. Distribution of gains (green color) and losses (red color) along the genome.

doi:10.1371/journal.pone.0015145.g001
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m=9), B2 (n=9) and B3 (n=14) for B (Figure 1). An assessment
of the uncertainty in hierarchical clustering is provided in
Figure S2.

Clusters differed by their AG percentages (P<<0.001; Figure S3)
and their aberration patterns. Cluster Al was characterized by few
aberrations, which comprised recurring gains on 5p, 7p, 14q and
20q, and losses on 8p (Table S2). In cluster A2 the level of AG
(mean 12%, range 2 to 18%) was higher than in cluster Al (mean
2%, range O to 4%). The aberration pattern in cluster A2 was
different from the patterns of clusters B1, B2 and B3, indicating
that cluster A2 was not a cluster belonging to class B with reduced
amplitude in the aberrations. Cluster A2 had more losses (9%)
than gains (7%), while cluster B1 had twice more gains (13%) than
losses (6%). Notably, cluster Bl was characterized by the
occurrence in every case of a gain on 8q. Cluster B2 was
characterized by more losses (21%) than gains (10%) with a
distinctive combination of numerous and frequent losses on 3p, 8p
and 13. Cluster B3 was defined by gains on 7p and 7q, together
with gains on 17q, 21, and less frequently X. One outlier between
class A and class B was characterized by a uniquely high level of
AG (64%), which was distributed in both gains (23%) and losses
(41%); another outlier between cluster Bl and B2 displayed a gain
of the whole chromosome 12.

By ANOVA, gains including oncogenes and losses including
tumor suppressor genes were significantly associated after
adjustment for their false discovery rate with particular clusters
(Table S3). MYC at 8q24.21 was gained in 100% of cases in cluster
Bl (adjusted P=6.00E-05). BRAF was included in a region
extending 1.27 Mb at 7q34 that was gained in 64% of cases in
cluster B3 (adjusted P=0.001). Other gains on 7q including ELN,
HIPI, CREB3L2 and KIAA1549 were associated with cluster B3.
The gains on 7p containing CARDII, ETVI and IKJFI were
observed in 78% to 92% of cases of cluster B3. Several regions on
13q that included CDX2, BRCA2, RBI and ERCC5 were lost in
77% to 88% of cases in cluster B2. WRN at 8pl2 was the single
gene present in a deleted region in 88% of cases in cluster B2
(adjusted P =10.002).

The five clusters differed by their association with a central scar-
like fibrosis (P = 0.03 after Bonferroni correction), which was more
frequent in cluster B2 (7/9 cases) compared to other clusters (12/
50 cases). They did not differ with regard to other clinicopath-
ological characteristics.

Relationships of clusters with abnormalities in EGFR and
KRAS

Forty tumors (67%) harbored EGFR mutations (Table S4). The
four KRAS mutations were observed in four EGFR wild-type cases.

The prevalence of EGFR mutations differed with clusters
(P=0.004), gains on 7p (P=0.04) and AG percentages
(P<<0.001). EGFR mutations remained associated with clusters
after adjustment for AG percentages and gain on 7p (P=0.05).
Cluster B3 was characterized by the highest frequency of gains on
7p (93%), and the highest frequency of EGFR mutations (93%),
although these abnormalities did not coincide. Most gains on 7p
(80%) and every case with an amplification spanning EGFR were
associated with £GFR mutation. Nineteen £FGFR mutations were
seen in cases with no gain on 7p.

While every gain on 7p included EGFR, only 5 of 14 gains on
12p included KRAS either wild-type (3 cases) or mutated (2 cases).
The distribution of mutations or gains involving EGFR or KRAS is
displayed in Figure S4. The 10 cases without abnormality
involving EGFR or KRAS belonged to clusters Al (9 cases) or A2
(1 case with 2% AG). Amplifications of MET and ERBB2 occurred
with a gain on 7p and an EGFR mutation, respectively.
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Distribution of recurrent aberrations

Recurrent gains were observed on lq, 5p, 7p, 8q and 16p in
>20% of cases and on bq, 6p, 7q, 14 q, 16q, 17q, 20q, 21q and
Xq in 10% to 20% of cases (Figure 1). Recurrent losses were
observed on 8p, 9p, 9q, 13q and 18q in >20% of cases and on 3p,
6q, 12p, 15q, 17p, 18p, 20p, Xp and Xq in 10% to 20% of cases.
The proportion of tumors harboring gains on 5p or 7p and losses
on 8p or 9p exceeded 40%. A comparison with previously
reported large aberrations is shown in Table S5.

Minimal common regions

MUCRs of gain were identified on 1q, 2p, 5p, 3q, 7p, 79, 8q, 12p,
12q, 14q, 18p and 20q (Table 1). Their mean width was 879 Kb
(range 109 to 2927). The maximum log2(ratio) ranged from 0.53
to 3.13. The twenty-two MCRs contained 152 coding genes,
including BCL9, ARNT, MDM4, NSD1, EGFR, MYC and MDM?2,
as well as 6 miRNA. The highest frequency of recurring gains (62 %)
was noted at 5p13.33 that contained TERT and CLPTMIL. The
MCR containing EGFR was involved in 43% of cases. A 171 Kb
MCR at 20q13.33 contained only mur-646. Nine MCR contained
between 1 and 5 coding genes, five MCR between 7 and 9 coding
genes, and four MCR more than 10 coding genes. The MCR of
gains were compared to previously published regions of gain in
four representative studies [21], [30], [31], [32]. As shown in
Table 1, out of eight MCR that did not overlap with previously
reported gains, one MCR contained a single gene (MC0S2) and
two MCR contained only three genes.

MCRs of loss were identified on 1p, 3q, 6q, 8q, 9p, 16q and 20p
(Table 2). Their mean width was 560 Kb (range 20 to 1703). The
minimum log2(ratio) ranged from —0.43 to —1.19. In four cases it
was <—1. The nine MCRs contained 18 coding genes, including
CDENZ2B for which the highest frequency of losses (53%) was
noted. Five MCRs contained only one coding gene, and three
MCRs between 3 and 6 coding genes. As shown in Table 2, six
MCR of'loss did not overlap with previously reported losses. Four
of these MCR contained a single gene (NSUN3, KHDRBS2, SNTG1
and $778) and one MCR contained four genes.

Top focal amplifications

Twenty-seven focal (extending less than 5 Mb) amplifications
were observed on 2q, 3p, 3q, 5p, 7p, 7q, 9p, 12p, 12q, 14q, 16p,
17q, 20q and Xq (Table 3). Their mean width was 643 Kb (range
14 to 4567 Kb). The maximum log2(ratio) ranged from 1.61 to
4.37. The 27 focal amplifications contained 114 coding genes,
including MET, KRAS, CDK4, FUS and ERBB2, as well as two
isolated miRNA and a cluster of 14 miRNA. Twenty-four
amplifications were observed once. The three amplifications
containing TRIO, DEFJp564N2472 and CDR4 were observed
twice. Nine amplifications contained between 1 and 3 coding
genes, ten between 4 and 6 coding genes, and three >10 coding
genes. Eleven amplifications overlapped with previously reported
gains.

Copy-neutral loss of heterozygosity

Forty-five of regions of interest which had been identified by
aCGH (Tables 1, 2 and 3) could be evaluated by SNP analysis in
40 tumors. Thirty-nine regions were cross-validated by the SNP
array profiles. An example is shown in Figure S5.

The SNP arrays could be analyzed for detection of copy-neutral
LOH in 23 cases. The 17 remaining samples were not informative
for LOH. Two-hundred and five regions displayed recurring copy-
neutral LOH. MCR of recurring copy-neutral LOH with a
frequency >20% are shown in Table S6. Among tumor
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Table 2. Minimal common region of loss in lung adenocarcinoma in 60 never smokers.

Width Genes Log2 miRNA Previously reported
Cytoband  Start* End (Kb) (n) ratio® Frequency Coding genes® genes overlapping regions
1p22.1 92942530 93381319 439 3 —043 18% EVI5 MTF2 FAM69A = Tonon et al.
3g11.2 95327585 95416019 88 1 —0.74 15% NSUN3 -
6q11.1 62484326 62985285 501 1 -0.8 12% KHDRBS2 -
8q11.22 50928921 51329519 401 1 -1.19 20% SNTG1 -
8q11.23 53446319 53494813 48 1 -1.16 15% ST18 -
9p21.3 21998396 22018473 20 1 -1.18 53% CDKN2B - Tonon et al,; Weir et al.;
Zhao et al.
9921.13 74982746 75362791 380 0 —0.56 28% -
16923.1 76281180 77681228 1400 4 —0.43 10% WWOX VAT1L NUDT7 CLEC3A -
20p12.1 13515731 15279357 1763 6 —1.05 22% FLRT3 ESF1 TASP1 C200rf7 - Weir et al.

SEL1L2 MACROD2

*hg 18 assembly;
$Minimum value;

S\Weir et al.2'; Tonon et al.3% Kim et al.'; Zhao et al.>?
doi:10.1371/journal.pone.0015145.t002

suppressor genes that were present in losses identified by aCGH,
RBI and WRN were also present within copy-neutral LOH
MCREs.

The 16p11.2 region harboring the oncogene FUS

The short arm of chromosome 16 displayed high-level focal
amplifications in case 37817. There were two distinct regions of
amplification that were separated by >4 Mb and extended
0.92 Mb and 1.20 Mb at 16pl2.1 and at 16pl1.2, respectively
(Table 3). Each region comprised three peaks, which extended
36 Kb to 185 Kb and were spaced by 140 to 670 Kb. The
16p11.2 amplicons shown in Figure 2 harbored FUS, 12 other
coding genes, and one long non-coding RNA gene. Nine
additional cases demonstrated gains of a smaller amplitude
encompassing FUS.

Real-time quantitative PCR assays in case 37817 showed a
strong increase (>30 times) in FUS copy number compared to
AQP8 and AMPD2, which were located in copy-neutral regions.

The 16p11.2 region was explored by FISH by using two BAC
clones (RP11-388M20 and RP11-347C12). The former complete-
ly covered FUS, while the latter was 745 Kb telomeric to it in the
region <30,109-30,290Mb> (Figure 2). Both BAC were co-
hybridized on normal metaphases and nuclei, and the signals were
superposed. When co-hybridized on tumor cells from case 37817,
two independent gene amplification homogeneously staining
region (HSR) patterns appeared (Figure 2), demonstrating that
the breakpoint of an unknown chromosomal translocation
separated the two amplified segments (the telomeric amplification
revealed by RP11-347C12 was not apparent in the aGGH results
as this region was not covered by Agilent oligoprobes). Then, the
amplicon containing FUS was characterized using RP11-388M20
together with the Vysis break apart probe. The BAC probe was
stained in the same color as the centromeric part of the Vysis
probe, but in a color different from that of the telomeric part. The
probes were found amplified with a HSR pattern and co-localized
in tumor cells, delimiting the previous breakpoint from 30,27 to
30,50 Mb. Furthermore, the co-localization suggested that the two
amplicons <30,71-30,90Mb> and <31,09-31,21> were physi-
cally linked, as the 0,2Mb region <30,90-31,09Mb> was not
amplified.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

&Tumor suppressor genes according to the 2010 april Cancer Gene Census>® are in bold characters;

As shown in Figure S6, analysis of gene expression array data
showed that four probe sets (1565717_s_at, 200959_at, 215744 _at
and 217370_x_at) interrogating FUS were significantly overex-
pressed in the subgroup of 10 tumors harboring a 16p gain
compared with 30 tumors without such gain.

Real-time PCR gene expression assay established that FUS
mRNA relative levels were 4 times higher in tumor 37817 (mean
ACT 2.6) compared to NCI-HCC827 cell line (mean ACT 4.6),
which displayed no gain on 16p.

Discussion

We used a high-resolution aCGH to analyze aberrations that
occurred in lung adenocarcinoma in 60 never smokers. We
identified new MCR of gain or loss and new amplifications.
Furthermore, unsupervised hierarchical clustering showed that
tumors could be classified into clusters exhibiting different levels
and pattern of aberrations, which contained cancer genes. Clusters
differed by their tumor characteristics.

Fourteen MCR of gain (eight regions) or loss (six regions) did
not overlap with regions that were previously reported in four
representative studies [21], [30], [31], [32]. Out of our newly
described MCR, five contained a single coding gene (MCOS2,
NSUN3, KHDRBS?2, SNTGI and $ST18) and may be considered as
high-priority regions for further studies. Somatic mutations in
genes within narrow MCR, including FLT4, MAPKY, SPO11 and
KHDRBS2, have been reported in cancers (COSMIC v48 release).
Among single genes encompassed by MCR of loss, ST78 was
present in a 48 Kb MCR. $778 was found lost, hypermethylated
and its mRNA downregulated in breast cancer [33].

Some newly uncovered aberrations contained oncogenes such
as FUS at 16p11.2 and NSDI at 5q35.2-q35.3, whose association
with lung cancer has hitherto not been reported. A gain on 16p
has been previously associated with lung cancer in never smokers,
although the association was not significant after multiple testing
[19], [21]. We note that the association with never smoker status
may be confounded by ethnicity or sex [34]. We found that the
oncogene FFUS was present in a high-level narrow amplification at
16p11.2 in one tumor (37818). It should be noted that nine other
tumors displayed gains encompassing FUS, although the gene was
first identified from a single patient. Furthermore, in the gene
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Figure 2. Amplicons on 16p11.2 in case 37817 using aCGH and FISH analyses. Panel A. aCGH analysis. Below: chromosome 16 diagram;
the blue line limits the 16p11.2 region represented above. Above: aCGH profile for the enlarged 16p11.2 region showing the complex amplification.
The dots are individual oligonucleotides that are in green when they are gained; a brown color, enhanced by an horizontal line, show the region of
copy-number alteration segmented by the algorithm. The p telomere is to the left, the centromere to the right. The location and color of probes used
for FISH are indicated as red or green squares at the upper part of the aCGH profile. Panel B. Examples of FISH results for the 16p11.2 region. (a)
Normal chromosome 16 from a normal blood mitosis, in DAPI inversed colors showing the specific heterochromatin secondary constriction of the
long arm. Although separated by less than a 1 Mb, RP11-347C12 (red) is slightly more telomeric than RP11-388M20 (green), although they are fused
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for a large part. (b) The same probes on case 37817 cells showing a distinct pattern of amplification. (c) Combination of Vysis FUS probes with RP11-
388M20 (red) that show a co-localization of the three probes on the amplicon even in decondensed HS.

doi:10.1371/journal.pone.0015145.9g002

expression analysis the mean FUS expression level was compared
between the 10 tumors displaying the 16p gain and 30 tumors
without such gain. As FUS was found overexpressed in the
subgroup with 16p gain, it was identified as a candidate gene from
10 tumors. Originally described as the result of translocations in
myxoid liposarcoma [35], FUS encodes a TET protein that exerts
roles in transcription and splicing and functions in several aspects
of growth control and DNA repair [36]. Here, the aberration in
tumor 37818 consisted of three closely spaced amplicons,
suggesting amplification through breakage-fusion-bridge cycles
[37]. Furthermore, FISH showed that the amplicon containing
FUS was joined with the next telomeric amplicon in a HSR. The
whole 16p11.2 region appeared highly rearranged as shown by the
lack of FISH co-localization of the BAC covering FUS with a
farther telomeric BAC. Among genes present in the 16pl1.2
amplicon only FUS has until now been reported as altered by
somatic simple mutation in cancer (Cosmic v48 release). While our
data are consistent with FUS as a candidate gene in lung
adenocarcinoma in never smokers, they do not prove that FUS is
the functional target of the amplification. It is essential to
systematically analyze using functional assays the whole 16p11.2
region.

To pinpoint cancer genes, we used a census that is conducted
with relatively conservative criteria [38]. It is remarkable that we
found many cancer genes that were previously reported in
aberrations in lung cancer, including BCLY, ARNT, MDAM4,
EGFR, MYC, MDM?2, CDEN2B, MET, CDK4, and ERBB2. Large
aberrations are also consistent with the literature [19], [21], [23],
[26], [31]. The gain containing T7ERT was reported as the most
frequent event (78%) in early lung cancer [39]. TERT was
included in this study within a MCR of gains with a high
frequency (62%). At 5p15.2 TRIO was previously identified in a
focal amplification and was found differentially expressed in early-
stage lung cancer [40]. At 5p13 GOLPH3 was recently established
as a new oncogene that was gained in lung and other cancers [41].
It was frequently gained in our study without being included in a
MCR or a focal amplification. At 14q13.2-14q21.1 we found a
MCR of gain containing MBIP, NKX2-1, NKX2-8 and PAX9,
whose cooperation is involved in lung tumorigenesis [42].
Overlapping with previously reported regions, other MCR were
often delineated with better precision. We identified a 390Kb
MCR at 20q13.2, reported by Zhao et al. [32], that contained two
genes of which JNF217 was found mutated in lung cancer.
Another MCR at 20q13.33, reported by Tonon et al. [30],
contained only mir-646.

We used hierarchical clustering to determine whether tumors
were heterogeneous and whether there were cluster-specific
aberrations, which could have been hidden in the study of the
whole cohort. Tumors could be classified into five clusters that
differed by their AG percentages and aberration patterns.
Interestingly, the compendium of cancer genes that were present
in cluster-associated recurring aberrations was to a large extent
different from the list of MCR-associated cancer genes except for
MYC. Present in a MCR in the whole cohort, MYC was also
strongly associated with one cluster (cluster BI), where it was
gained in every case. As point mutations in M1C do not occur in
lung cancer, the gain of MYC could be important for lung cancer
classification in never smokers. The tumor suppressor gene WRN,
which encodes a helicase, was the single gene present in a narrow
region at 8pl2 that was frequently lost in cluster B2. WRN has

@ PLoS ONE | www.plosone.org

been reported to undergo epigenetic inactivation through CpG
island promoter hypermethylation in about one-third of non-small
cell lung cancer [43]. Other losses associated with cluster B2 were
located on 13q and included RBI, which is frequently altered in
lung cancer [16], and three other tumor suppressor genes. Another
gain that was associated with cluster B3 included BRAF, whose
mutation has been reported in 3% of non-small cell lung cancer
[44]. There were other noteworthy gains on 7p and 7q, however,
among which that of ETVI was the most strongly associated with
cluster B3. The results presented here support heterogeneity in the
genetic pathways in lung adenocarcinoma in never smokers. This
view is strengthened by the association of cluster B2 with scar-like
tumor fibrosis, a desmoplastic reaction which is common in
localized peripheral lung adenocarcinoma, and of cluster B3 with
the highest rate of EGFR mutation (93%) as well as the highest rate
of the co-occurrence of EFGR mutations and gains or amplifica-
tions on 7p (86%).

EGFR mutations were found in 68% of cases in our study, a
high rate similar to those reported in never or former light smokers
in two recent studies [45], [46], while mutations in ARAS were
infrequent. ZGFR mutations were exclusive of ARAS mutations, a
consistent observation suggesting that £ZGFR and ARAS mutations
signal through a common pathway. The fact that every gain on 7p
included EGFR supports that the gene is a likely target of those
gains. In the absence of a gain on 7p, cases wild-type for both
EGFR and KRAS either demonstrated amplification of KRAS or
were characterized by low levels of aberrant genome. The
targeting of EGFR or KRAS appears a nearly constant finding
when tumors display genomic instability. However, it has been
shown that the molecular subsets defined by EML4-ALK, EGFR, or
KRAS mutations are distinct [47].

MCR of gains outnumbered MCR of loss, although the
proportions of gained and lost genome were similar, suggesting a
greater dispersion of losses. The predominance of gains is observed
in most studies [21], [30], [32]. It is likely that other mechanisms
inactivate tumor suppressor genes. Copy-neutral LOH may be
such a mechanism. Copy-neutral LOH (also known as uniparental
disomy)—wherein the retained homolog is duplicated so as to
preserve two total copies per cell—is quite common in some
cancers [48]. The SNP array analysis revealed recurrent copy-
neutral LOH. Among tumor suppressor genes altered by copy-
number losses, RBI and WRN were also present in regions of
recurrent copy-neutral LOH. This observation may be meaningful
as copy-neutral LOH can be biologically equivalent to the second
hit in the Knudson hypothesis. The variety of different genetic
events underlying LOH at the RB/ locus in retinoblastoma seems
to occur in lung cancer [49]. On the other hand, at less than 75%
tumor DNA in heterogeneous samples an allelic duplication event
and an allelic LOH bear resemblance to each other [50]. A
comparison between smokers and never smokers with lung
carcinoma is required to determine whether LOH is less frequent
in never smokers as suggested by the early work of Sanchez-
Cespedes et al. [20].

In conclusion, new regions of interest, some of which contained
cancer genes or few potential candidate genes, were uncovered.
Our results do not establish that the new regions were
characteristic of never smoker status, but provide interesting
insights into genomic imbalances in lung cancer. Amplicons at
16p11.2 were joined in a HSR including FUS, which was over-
expressed when the gene was included in 16p11.2 gains. We also
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showed heterogeneity in lung adenocarcinoma in never smokers
with MYC as important in the classification. Genetic alterations
targeting the EGFR signaling pathway appear nearly constant in
tumors with genomic instability.
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Supporting Information

Figure S1 Correlations between percentages of gain and
percentages of loss in the whole genome in never
smokers with lung adenocarcinoma. R2: Pearson correla-
tion coeflicient. Panel A. Correlation among the 5 clusters Al, A2,
B1, B2 and B3. Panel B. Correlation among the 4 clusters A2, B1,
B2 and B3 after exclusion of cases with low levels of aberrant
genome (<5%) belonging to cluster Al.

(TIF)

Figure $2 Cluster dendogram with adjusted unbiased
(AU) and bootstrap (BP) values (%) in 60 never smokers
with lung adenocarcinomas using the R environment
package Pvclust. Distance: euclidean. Cluster method: Ward.
BP values (right, green color), AU values (left, red color), and
cluster labels (bottom). The AU value may be lower than the BP
value when the similarities involve a small proportion of the data.
An example is provided by cases 37818 and 37892 belonging to
cluster B1, whose region of similarity (8q) was narrow as shown in
the heatmap.

(TIF)

Figure S3 Percentages of aberrant genome in each
cluster. Mean and standard deviation bars. P value: I test.
(TIF)

Figure S4 Distribution of mutations or gains involving
EGFR or KRAS in 57 never smokers with lung adeno-
carcinoma and available EGFR and KRAS sequencing
data.
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(TIF)
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Le cancer est, par essence, une maladie génétique a 1’échelle de la cellule [Bernheim et
al., 2004 ; Mileman et al., 2007 ; Vogelstein and Kinzler, 2004]. Dans le cancer les anomalies
génomiques sont schématiquement subdivisées en 2 grands groupes. Le premier, correspond
aux altérations qui inactivent des génes par mutation, délétion, ou par mécanisme
épigénétique. Le second, englobe les anomalies qui entrainent une activation ou une
dérégulation de génes par mutation ponctuelle, amplification, ou par anomalie cytogénétique
équilibrée. Les altérations chromosomiques sont détectées dans 85% des cancers. Les outils
cytogénomiques permettent la caractérisation de ces anomalies. Le caryotype est le premier
examen qui a été utilisé pour 1’étude du génome des cellules cancéreuses, en particulier les
hémopathies malignes et les tumeurs mésenchymateuses [Stratton, 2011]. En revanche, dans
les tumeurs solides, la difficulté d’obtenir les métaphases d’intérét et la complexité des
caryotypes obtenus ont restreint 1’utilit¢ de la cytogénétique conventionnelle. Trouver une
approche expérimentale permettant une analyse pangénomique sans recourir & une culture
cellulaire préalable est devenue une nécessité¢ pour I’étude de I’oncogénome des tumeurs
solides. Dans une seule expérience, ’aCGH, qui est l'ultime progrés évolutif de la
cytogénomique, permet de quantifier les gains et les pertes tout le long du génome a partir de
cellules non cultivées [Pinkel and Albertson, 2005]. Ce travail de thése illustre 1’intérét de

I’aCGH dans la caractérisation des altérations génomiques associées aux cancers.

I. Altérations génomiques associées aux lymphomes de Burkitt

Les anomalies chromosomiques additionnelles a la translocation t(MYC;IG) sont
détectées dans 60 a 70% des LB pédiatriques. Certaines de ces anomalies ont une valeur
pronostique [Poirel et al., 2009]. Nous avons entrepris 1’étude de 12 tumeurs et 15 lignées
cellulaires par aCGH 44K et 244K respectivement pour établir une cartographie fine de ces
anomalies additionnelles. Les résultats d’aCGH avait permis d’individualiser 2 groupes
cytogénomiques de LB.

Dans le premier groupe, 19/27 cas (70%), des CNA récurrentes étaient mises en
évidence. Des gains récurrents étaient observés dans les régions 1q, 13q, 7q, 8q, 2p, 11q et
15q. Les pertes, moins fréquentes, étaient détectées dans les régions : 3p, 4p, 4q, 9p, 6p, 17p,
6q, 11pterp13 et 14q12q21.3. Les microarray 244K avaient permis de mettre en évidence le

réarrangement des locus des /G, génes spécifiques de lignée cellulaire. Le réarrangement
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somatique et monoclonale du locus des /G pourrait étre utilis¢é comme un moyen non invasif
dans : la surveillance de la maladie résiduelle et la détection des rechutes précoces des LB
[He et al., 2011 ; Kroenlein et al., 2012]. L’¢tude des 15 lignées par transcriptome et
miRNome avait permis de préciser les génes candidats dans certaines MCR. Les genes :
BCL9/1q21, p15™*** j9p21, TP53/17p13, miR-17-92/13q31.3q32, et la famille des mir let-7
impliquent la voie de signalisation de MYC. La recherche de mutations de ces geénes dans une
cohorte plus grande de LB serait nécessaire pour déterminer I’incidence et le pronostic de
chaque anomalie. Ces résultats viennent confirmer I’hypothese qui dit que la dérégulation de
MYC, par juxtaposition aux locus /G, est nécessaire mais pas suffisante pour déclencher un
phénotype tumoral avéré [Adams et al., 1985 ; Kovalchuk et al., 2000]. D’autres anomalies
génomiques additionnelles, telles que I’amplification du polycistron miR-17-92 ou la perte de
p15™5B: yont apporter une synergie a la dérégulation de MYC dans le processus de
lymphomagenése. Des études fonctionnelles de ces génes remaniés seraient nécessaires pour
déchiffrer leur role respectif dans la survenue de LB.

Dans le second groupe, 8/27 cas (30%), aucune CNA n’était observée a une résolution
de 100 Kb. Dans les 8 cas (2 lignées cellulaires et 6 tumeurs), la translocation t(MYC;IG) était
mise en évidence par le caryotype, ceci souligne 'intérét de 1’utilisation de 2 techniques
cytogénomiques complémentaires pour 1’étude de ’oncogénome. Dans ce groupe I’anomalie
additionnelle a la t(MYC;IG) était indétectable par aCGH et le caryotype. L’utilisation
d’autres approches expérimentales telles que le séquencage de 2°™ génération (NGS) est
nécessaire pour mettre en évidence le spectre des anomalies génomiques secondaires dans ce

groupe de LB.

II. Altérations génomiques associées aux carcinomes adénoides kystiques

Les carcinomes adénoides kystiques (CAK) sont des carcinomes rares, ils représentent a
peu pres 1% de I’ensemble des cancers de la région orale et maxillo-faciale [Kokemueller et
al., 2004]. Leurs bases génétiques (CAK) sont peu étudiées. Dix sept tumeurs congelées de
carcinomes adénoides kystiques étaient analysées par aCGH 44K. Des pertes récurrentes
¢taient observées dans les régions 1p35, 6q22q25, 8ql12ql3, 9p21, 12ql12ql3 et 17pl1pl3.

Des gains récurrents, moins fréquents, étaient notés dans les régions 7pl15.2, 17921925 et
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22q11ql3. Des gains isolés étaient détectés au niveau des locus : KIT/PDGFRA/KDR/4q12,
CCNDI1/11ql13, MDM2/12q15 et JAK2/9p24. Les résultats d’aCGH combinés a ceux de la
FISH, la MPLA et I’immunohistochimie avaient démontré 1’implication des 2 voies majeures

de génes suppresseurs de tumeurs dans les CAK : pl16™<*/p15MKB

(indirectement la voie
pRB) et ARF-MDM2-p53. Des génes inducteurs de prolifération cellulaire, comme KI7 et
CCND] étaient aussi remaniés dans 2 tumeurs seulement. L’étude d’une cohorte plus
importante, quoique difficile de I’obtenir vu la rareté des CAK, permettra de dresser un
spectre relativement plus exhaustif quant a la nature et la fréquence des geénes impliqués dans

les CAK.

Dans ce groupe de 17 CAK, les CNA ¢étaient rares. Le nombre moyen de CNA était de
3.8. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure les autres anomalies génomiques qui de part
leur nature ne peuvent pas étre détectées par aCGH. En effet, la translocation t(6;9)(q23;p23-
24), a Dorigine du gene de fusion MYB-NFIB, est récurrente dans les CAK [Persson et al.,
2009]. 11 serait nécessaire de chercher ce gene de fusion dans ces tumeurs et de corréler la

présence de cette anomalie avec le profil aCGH.

III. Altérations génomiques associées aux adénocarcinomes pulmonaires

des non fumeurs

Les adénocarcinomes pulmonaires (AD) sont les types histologiques les plus fréquents
des CBPNC de non fumeurs (NF). Génétiquement, ce cancer est caractérisé¢ une fréquence
¢levée de mutations activatrices de I’EGFR et par la présence de génes de fusion EML4-ALK
et KIF5B-RET lesquelles anomalies étaient a la base de traitements ciblés des AD de NF
[Commander et al., 2011; Kohno et al., 2012 ; Shepherd et al., 2005 ; Thatcher et al., 2005].
Soixante tumeurs congelées d’AD de NF étaient étudiées par aCGH 244K a la recherche
d’autres génes impliqués dans ce type de cancer. Une étude par des SNP array était également
réalisée sur 40/60 tumeurs. Cette étude avait individualisé 2 groupes de tumeurs.

Dans un premier groupe, 50/60 tumeurs, de nombreuses CNA étaient identifiées. Des
gains récurrents étaient détectés dans les régions 1q, 2p, 5p, 5q, 6p, 7p, 7q, 8q, 12p, 12q, 14q,
16p, 17q, 18p, 20q, 21q et Xq. Ces régions impliquaient les geénes inducteurs de prolifération
cellulaire comme EGFR, ERBB2, MET, MYC, BCL9, CDK4, ARNT et KRAS. L’oncogene

FUS, dont le locus était le siege d’amplification, était associ€s pour la premiére fois au cancer
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du poumon. Une étude fonctionnelle de ce genes serait & mener pour apporter des indications
sur son possible role dans la carcinogenése pulmonaire du NF. Des pertes récurrentes étaient
identifiées dans les régions : 1p, 3q, 6q, 8q, 9p, 16q et 20p. Le géne p15™* était délété dans
plus de la moitié des cas. Le locus du géne RB/ était le siege de délétion et de LOH. Aucune
délétion n’était observée au locus 7P53. Par contre cette voie majeure suppresseur de tumeur
était indirectement impliquée en conséquence a une amplification du locus MDM?2.

Dans le 2°™ groupe, 10/60, de rares CNA étaient observées. Une étude ultérieure par
FISH avait montré I’implication du géne ALK dans 4 cas [Hofman et al., 2011]. Pour les cas
restant, il serait intéressant de chercher les anomalies des génes RET/inv(10)(p11.2q11.2) et
de ROS1/6g22 qui étaient récemment impliqués dans le cancer du poumon [Kohno et al.,
2012 ; Takeuchi et al., 2012]. Ces anomalies cryptiques sont €quilibrées donc indétectables
par aCGH. Le séquencage de 2°™ génération trouve son utilité dans ce groupe de tumeurs,
puisqu’il permet de renseigner sur les CNA, les anomalies équilibrées (cryptiques ou non) et

les mutations ponctuelles.

IV. Conclusion générale

L’¢tude des profils aCGH de 3 types de cancers, AD pulmonaires du NF, CAK et LB,
confirme de nouveau les travaux David Von Hansemann [1890] et Theodor Boveri [1914] sur
le role central des altérations génomiques dans la genése des cancers. En dépit d’une disparité
des origines tissulaires, les spectres des altérations génomiques de ces 3 tumeurs présentent

des similitudes.

Une proportion importante des AD (50/60) pulmonaires et LB (19/27) sont aneuploides.
Récemment, il a démontré que cet état d’aneuploidie provoque un stress protéotoxique dans la
cellule tumorale [Tang et al., 2011]. En revanche, les cellules malignes survivent a ce stress
protéotoxique au prix d’une « addiction non oncogénique ». Il existerait des molécules qui
sont capables d’induire la mort des cellules aneuploides, soit en augmentant les effets
cytotoxiques résultant de ce contenu génomique anormal, soit en bloquant les voies de survie
associées a cette addiction. La combinaison de ces molécules, AICAR, 17-AAG et la

chloroquine, était plus efficace sur des lignées de cancer du colon de type CIN ("chromosomal
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instability"), aneuploide que sur les lignées MIN ("microsatellite instability"). 1l serait

intéressant de tester ces molécules sur les lignées aneuploides d’AD ou de LB.

Dans les AD et LB le locus de MYC ¢tait remanié par gain simple copie et par
translocation respectivement . MYC se trouve au carrefour de plusieurs voies de signalisation
et il est D’effecteur immédiat et précoce de plusieurs stimulations des ligands-récepteurs
membranaires. Dans les cancers MYC peut étre dérégulé par translocation, amplification ou
par insertion de séquences régulatrices en amont de son locus, mais jamais par mutation
ponctuelle [Dang, 2012]. MYC est dérégulé ou surexprimé dans plus de 70% des cancers chez
I’homme. L’expression de MYC est corrélée a des tumeurs aggressives [Gurel et al., 2008 ;
Palaskas et al., 2011]. Des ¢tudes in vitro et dans des modeles murins ont rapporté que le
potentiel transformant de MYC requiére une coopération avec d’autres oncogenes. Par
exemple, chez la souris la délétion de la voie ARF-MDM2-p53 accélere le processus de
carcinogenese [Finch et al., 2006 ; Jacobs et al., 1999]. Cette coopération fait intervenir des
oncogenes comme BMI1. Dans les LB et AD, le réarrangement génomique de la voie ARF-
MDM2-p53 ¢était récurrent. Il serait nécessaire de chercher quel est I’oncogene qui collabore
avec MYC. Par ailleurs, une dérégulation des miR était a 1’activation de MYC. Par exemple,
ce dernier induit la surexpression du polycistron miR17-92 qui altére plusieurs processus
biologiques (cycle cellulaire, angiogenese). Dans LB, le locus du miR17-92 était amplifié,
alors que dans les AD, aucune anomalie génomique n’a ét€¢ observée. Il est intéressant
d’évaluer le taux de miR dans les AD. Les modéles expérimentaux dans des tumeurs induites
par MYC suggerent que les tumeurs établies deviennent dépendantes de MYC, sont
« addictives ». Cette addiction a MYC semble étre liée a des modifications de plusieurs
processus biologiques notamment métaboliques et énergétique. Ces changements provoqués
par MYC offre une opportunité de nouvelles stratégies thérapeutique (pour revue [Dang,

2012]).

Le dénominateur commun des anomalies génomiques (104 profils aCGH) des 3
tumeurs, correspond a 1’altération des 2 voies majeures suppresseurs de tumeurs : la voie
p16™**/pRB et I’axe ARF-MDM2-p53. A 1’état physiologique, I’induction de ces 2 voies
déclenche 1’apoptose (TP53) et la sénescence (RB et TP53) qui sont les 2 mécanismes qui
préviennent le développement d’une tumeur. Ainsi la perte de ces locus fait basculer la cellule
dans I’immortalisation cellulaire. Dans les AD et LB, les réarrangements génomiques de ces 2

voies est vraisemblablement la conséquence d’une stimulation oncogénique au moins en
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partie. Par exemple, la dérégulation de MYC peut directement affecter la fonction des
télomeres et augmente ’instabilité génomique [Louis et al., 2005]. Par contre, dans les CAK,
les pertes génomiques dépassaient les gains et a 1’exception de CCNDI et KIT peu
d’oncogénes, étaient remaniés. Dans les CAK, le séquencage de 2°™ génération, de I’ADNCc,
serait de grand apport pour établir un spectre plus exhaustif des anomalies génomiques et avec
une précision. Dans les 3 types de tumeurs, I’altération des 2 voies p16™<*/pRB et de I’axe
ARF-MDM2-p53 offre des options thérapeutiques. Dans les AD et CAK, le locus MDM?2
¢tait amplifié. Cette anomalie, qui survient dans des tumeurs exprimant ’alléle sauvage de
TP53, va contrecarrer les effets suppressifs de la protéine ARF [Brady et al., 2004 ; Momand
et al.,, 1998]. Ainsi, MDM2 est une bonne cible thérapeutique pour les tumeurs exprimant
TP53"", notamment dans les AD ou le locus n’était pas délété. Nutlins est une classe de
drogue qui inhibe I’interaction entre MDM2 et p53 [Vassilev et al., 2004]. Cette molécule a
été utilisée en clinique (pour revue [Cheung et al., 2009]). Des molécules qui miment les
effets physiologiques d’ARF, entre autres inhibition de MDM2, peuvent étre des inhibiteurs
potentiels du processus de carcinogenése et ceci quelque soit le statut de TP53 [Saporita et al.,
2007]. Cibler Paltération de la voie pl16™~**/pRB passe en partie par contrecarrer les génes
dérégulés secondairement a I’altération de cette voie.. Il a démontré que la protéine pl6
controle également la biogenese des ribosmes qui sont donc synonymes de prolifération
cellulaire. La perte de p16 va lever I’inhibition sur cette synthése de ribosomes, et donc ce
mécanisme offre une possibilité de thérapie ciblée. Depuis la découverte du chromosome
Philadelphie qui s’était ultérieurement révélé comme la résultante d’une translocation
chromosomique, I’importance des anomalies chromosomiques dans la définition des
événements moléculaires qui contribuent a I’initiation et au maintien des cellules malignes a
¢té établie pour tous les types de tumeurs humaines. Le progres relativement rapide des outils
technologiques a permis de générer une masse de données considérables concernant les génes
impliqués dans la carcinogenése. Ce travail de cette thése, illustre I'utilit¢ de ’'aCGH dans
I’¢tude des altérations génomiques associées a la malignité. Cette technique a généré un
spectre large de geénes altérés en conséquence a des anomalies génomiques quantitatives. Le
décryptage du role de ces genes dans la carcinogenese requiert des analyses génomiques
intégratives et des études fonctionnelles des genes en question. Une fois validé, ces geénes
peuvent étre utilisés comme des marqueurs pour le suivi de la maladie cancéreuse. En
revanche, ’aCGH, qui a ses limites, ne permet pas de déceler les anomalies équilibrées dont
la mise en évidence ouvre la possibilit¢ de traitement ciblée. Dans un proche avenir, le

séquencage de 2™ génération va détroner la place de ’'aCGH dans I’étude de I’oncogénome
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puisqu’il renseigne sur les mutations ponctuelles, les CNA et les anomalies équilibrées. En
oncologie, ce progres scientifique serait alors la base de la médecine personnalisée.
Néanmoins, des zones d’ombres persistent dans notre compréhension de la
carcinogenese. Car le cancer est une maladie complexe et versatile. La cellule maligne, qui
dérive d’une cellule normale, établie un nouveau code transcriptionnel, métabolique et
énergétique en parti secondaire a des anomalies génomiques et épigénomiques. A I’intérieur
d’une méme tumeur, les cellules ont des potentiels de malignités hétérogenes (concept de la
CSC) qui sont a I’origine d’une résistante au traitement. Cette tumeur évolue également dans
un écosystéme, qui est lui méme constitué de mosaique de cellule, hostile parfois a son
expansion. L’avancement dans la compréhension de la carcinogenése passe par un décryptage

des ces aspects fonctionnels et génomiques de la cellule maligne et de son environnement.
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Abstract

Therapy-related acute leukemia (t-AML), is a severe complication of cytotoxic therapy used for primary cancer treatment.
The outcome of these patients is poor, compared to people who develop de novo acute leukemia (p-AML). Cytogenetic
abnormalities in t-AML are similar to those found in p-AML but present more frequent unfavorable karyotypes depending
on the inducting agent. Losses of chromosome 5 or 7 are observed after alkylating agents while balanced translocations are
found after topoisomerase Il inhibitors. This study compared t-AML to p-AML using high resolution array CGH in order to
find copy number abnormalities (CNA) at a higher resolution than conventional cytogenetics. More CNAs were observed in
30 t-AML than in 36 p-AML: 104 CNAs were observed with 63 losses and 41 gains (mean number 3.46 per case) in t-AML,
while in p-AML, 69 CNAs were observed with 32 losses and 37 gains (mean number of 1.9 per case). In primary leukemia
with a previously “normal” karyotype, 18% exhibited a previously undetected CNA, whereas in the (few) t-AML with a
normal karyotype, the rate was 50%. Several minimal critical regions (MCRs) were found in t-AML and p-AML. No common
MCRs were found in the two groups. In t-AML a 40kb deleted MCR pointed to RUNXT on 21922, a gene coding for a
transcription factor implicated in frequent rearrangements in leukemia and in familial thrombocytopenia. In de novo AML, a
1Mb MCR harboring ERG and ETS2 was observed from patients with complex aCGH profiles. High resolution cytogenomics
obtained by aCGH and similar techniques already published allowed us to characterize numerous non random chromosome
abnormalities. This work supports the hypothesis that they can be classified into several categories: abnormalities common
to all AML; those more frequently found in t-AML and those specifically found in p-AML.
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Introduction

Therapy-related myeloblastic leukemia, including therapy-
related myelodysplasia, (t-AML), constitutes approximately 10%
of AML and has several characteristic features [1,2]. As the
incidence of cancers increases, so does that of t-AML. Nowadays,
thanks to treatment intensification, the cure rate of primary
neoplasia has increased but these very treatments are also
implicated in severe therapy-related hematological consequences.

Factors associated with the development of t-AML include prior
cytotoxic therapy. Two different types of t-AML are to be
distinguished. The first one is due to prior therapy with alkylating
agents (AA) or radiotherapy [1,2,3,4]. It occurs generally after a
latency period of 5 to 7 years. This kind of t-AML is often preceded
by a preleukemic period of myelodysplasia (t-MDS). Approximately
90% of the patients with AA-related t-AML exhibit clonal
chromosomal aberrations including monosomy or deletions on
chromosome 5 and/or 7, or complex aberrations involving
chromosome 3, 12, 17 and 21. Drugs that target topoisomerase 11

@ PLoS ONE | www.plosone.org

(ATII), such as etoposide and anthracyclines may induce the second
type of t-AML [1,2,3,4]. It occurs in a median of 2 years and is not
preceded by MDS. Cytogenetic analysis shows a high frequency of
rearrangements of chromosome band 1123 but also recurrent
balanced rearrangements t(8;21), t(15;17) and inv(16) [1,2].

The prognosis is poor in t-AML, excepted in case of t(8;21), ¢(15;17)
and inv(16) which follow the same course as p-AML and the karyotype
is more frequently modified with at least 2 abnormalities or more.

p-AML are also heterogeneous entities, classified according to
bone marrow cell morphology and karyotype with the recent
addition of several gene mutations. AML was among the first
diseases to be treated and monitored according to somatic
acquired chromosomal abnormalities, including the first successtul
targeted treatment against a pathological gene product in AML3.

As t-AML appear to have a particular leukemogenesis pathway
[3,4], the aims of this work were:

1) to analyze t-AML using high resolution array CGH in order to
find genome region or even gene-specific copy number abnormal-
ities (CNA) at a higher resolution than conventional cytogenetics; 2)
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Table 1. Clinical, biological features and karyotype of t-AML patients.
Pts1 Age?/ Primary ®- PCTts FABs Karyotype at diagnosis of t-AML  FISH® p-AML AML Allog.® Survival>
Sex Cancer® - Type’ Tt® 12 month
t-1 71/F Ovarian Tax/SP/PSC833/Iressa  RAEB 57, XXX,+1,+4,del(5)(q15;933) x2,—7, MLLWT A no no no
+8,19,
C. +13,+14,—17,+18419,—20,+22,+mar [4]
t-2 67/F VLSL Fluda/Chlorambucil ~ AML-M5 44, XX, 59-, =7, —12, —14, —18, MLLWT A no no dead at
+ der(12?)
+mar [20] diagnosis
t-3  44/F Breast C Alk/AT Il AML-MO 46,XX,der(1)t(1;17)(p36;?),der(7) MLLND U yes yes yes
Lipo- t(7;7)(p15;7),der(10)(7;10;17)(%;p11;
sarcoma q?21),der(17)(q112),ins(177) [11]
t-4 45/F Astrocy-, RT/BCNU/AIk/ AML-MO 45,XX,dup(2)(q22;934),-3p21, MLLWT U yes no no
toma AT II, Autograft (5;13)(p15;914),t(6;8)(p21;924),+i(7q)
+ skin ,der(7)t(7;15)(q10;q10),der(12)
T NHL t(12,17)(p13;911),—15,—17 [18]
t-5 72/M Esophag. 5FU/SP/RT/curie RAEB 45,XY,add(1)(q41),—5,—7, +mar [11]/ MLLND A no no no
C 45,XY,add(1)g41,—5,—7,
1(12;202)(p12;912),+mar [11]
t-6  44/M Follicular ATII/Alk/Oncovin AML 46,del(X)(q23),Y,der?(6),t(2;6)(q12; MLLND A no no no
NHL Alk/AT 1I/TBI/ q21),—7,del(18?)(q12),add(20)(q12)
Alk Fluda but uncertain conclusion at diagnosis
t-7 73/M Multiple Alk/steroids/INF/ AML + 46-47 XY,—7,—8,+r+dm [20] MLLND A no no no
myeloma AT 1I/BCNU Myeloma
t-8 72/M Follicular Alk/ATII/Fluda/ AML-M5 47,XY,del(7)(q21932),+13 [11] MLLND A yes no no
NHL Chlorambucil,
Rituximab/
Spleen RT
t-9 69/M Head and RT AML-M5 45XY, =7 [12] MLLWT A no no no
Neck C.
t-10 57/M Bladder RT/SP MDS 46,XY, [141/46-47,XY,del(7g-) [5] MLLND A no no no
Cancer WCP 7
t-11 62/M Follicular Alk/ATII/INF/ AML-M5 NA# MLLND A yes no no
NHL MethylGAG
Rituximab/skin RT
t-12 63/M NSCLC AT Il/SP/RT AML 46 XY,1(8;21)(q22;922) [1]/46 XY, MLLND U no no no
t(8;21)(q22;922),del(7)(q11q34) [13]
t-13 38/F Breast Alk/RT/ AML 46,XX,add(1)(q 3?) [25] MLLND U yes no no
Cancer ATII/RT/AM
t-14 25/F Endometre Alk/AT 11/SP, AML-M4 47,XX, +8 [14] MLLWT U yes yes yes
cancer Actinomycine
t-15 52/F Breast Alk/AT 1I/RT biphenotypic 48,XX,+8,t(9;22)(q34;q11),+17 [12] MLLND U yes no no
Cancer AML-M4 WCP 8 +
WCP 17
BCR-ABL
fus
T yes no yes
T yes no yes
T yes no yes
t-19 55/F Breast Alk/ATII/RT/HT/ AML-M5 46,XX,t(9;11)(p21;923) [21] MLLND T yes no no
Cancer Tax
t-20 61/F Breast C. Alk/AT II/RT/HT AML-M5 46,XX,t(9;11)(p22;923) [14] MLLsep T yes yes no
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to delimitate minimal critical regions (MCR) in order to identify
potential candidate genes induced by AA or ATII implicated in
oncogenesis: 3) to perform a similar analysis for p-AML and 4) to
compare these two AML entities in our series and in the literature.

Materials and Methods

Patients

The patients were studied according to protocols approved by
the Institut Gustave Roussy (Villejuif, France) Ethics Committee.
Between 1995 and 2007, 30 t-AML and 36 p-AML with various
karyotype results were collected at disease onset. (table 1 and 2).

Cytogenetic analysis

Cytogenetic analyses were performed on metaphase spreads
obtained from tumor, bone marrow or blood. In each case, 20
RHG-banded metaphases were analyzed when possible.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) studies

A set of commercial probes was used to search for abnormalities
such as WCP1, WCP2, WCP5, WCP7, WCP8, ((8;21) RUNX1-
ETO fusion probes (fp), t(9;22)BCR-ABL (fp), MLL dissociation
probes, WCP14, t(15;17) PML-RARA (fp), WCP17 (tables 1 and
2). They were used according to the manufacturer’s protocol
(Vysis® or Kreatech®).

Cell culture
Most samples were diagnosis bone marrow cells except for
patients t-4, t-9, t-11, t-17, t-19, t-26 and p-33 derived from whole

@ PLoS ONE | www.plosone.org 3

Table 1. Cont.
Pts1 Age?/ Primary - PC Tts FABs Karyotype at diagnosis of t-AML  FISH® p-AML AML Allog.® Survival>
Sex Cancer® - Type’ Tt® 12 month
t-21 60/F NHL Alk/AT II, Autograft ~ AML-M5 46,XX,t(9;11)(p22;923) [12] MLLsep T yes no no
t-22 19/M Osteo- Alk/AT 11/SP AML-M5 46,XY,1(9;11)(p21;923) [8]/ MLLsep T yes no yes
sarcoma 46,XY,t(9;11)(p21;923),+8 [10]
t-23 22/F HL Alk/ATII/Bleo/ AML-M5 46,XX,t(11;19)(q23;q13) [12] MLLsep T yes no dead at
Oncov diagnosis
t-24 44/F Ovarian Tax/SP/AT I/ biphenotypic 46,XX, [2] MLLsep T yes no no
AML
cancer Iressa
t-25 64/F Ovarian Tax/SP/Iressa MDS 46,XX [17] MLLWT U no no no
cancer
t-26 51/F Anal + RT, Alk/AT II/RT AML 46,XX [5] MLLWT U yes no no
Breast C
t-27 47/F Breast C. Alk/AT II/RT/HT AML-M2 46,XX [20] MLL WT yes no U
t-28 54/F Breast C Alk/AT II/RT AML-M1 46,XX [16] MLL WT yes yes yes
t-29 71/M Prostatic RT AML 46,XY [20] MLLWT U no no no
cancer.
t-30 67/M Head and AT 1I/SP/Bleo/RT AML-M5 46,XY [21] MLLWT U yes no no
Neck C.
1 =patients. 2 =age at diagnosis of AML. 3 =Primary cancer; NHL: Follicular non hodgkin lymphoma, NSCLC: Non small cell lung cancer, VLSL: Villositary lymphocyte
splenic lymphoma. 4 =Primary cancer treatment; Alk: alkylating agent, RT: radiotherapy, AT II: anti-topoisomerase Il, AM: anti-metabolite, brachy: brachytherapy, Clo:
Chlorambucyl, Tax: taxane, Fluda: fludarabine, SP: platinium, Bleo: bleomycin, HT: hormonotherapy, INF: interferon, Rit: Rituximab, RT: Radiotherapy, TBI: Total Body
Irradiation, Oncov: Oncovin, A: alkylating-agent-inducing type, T: anti-topoisomerase-inducing type, U: undetermined. 5=FAB classification: biph = biphenotypic.
6 =FISH column: MLL WT =MLL Wild Type, MLL R=MLL rearranged, ND =Not Done. 7=Type of t-AML; A: alkylant induced, T anti-topoisomerase-induced. 8 = AML
treatment. 9 = Allograft as treatment.
#This patient had secondary MDS for several years before the leukemia, with transitory partial monosomy 7, that had disappeared a year later, two years later the t-AML
appeared.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.t001

blood. After thawing, all t-AML samples were cultured for 24h
(20% fetal calf serum in RPMI 1640 with antibiotics) without
selecting CD34+ cells. The mononuclear cells were collected and
washed before DNA extraction. Bone marrow was cultured in the
same flask with the same media, to allow adherent cell
proliferation in order to obtain constitutional fibroblasts from
the patient. However, no adherent cells were obtained from this
procedure. Pooled commercial DNA (Promega®) was thus used for
all t-AML and p-AML work in order to maintain a homogenous
process for the 64 AML.

Oligonucleotide aCGH

Tumor genomic DNA was isolated according to Qiagen
protocols with modifications [5]. Samples containing more than
60% of blasts were chosen in order to analyze a majority of
pathological cells. High-molecular-weight genomic DNA was
extracted from the cell lines with a DNeasy extraction kit (Qiagen).

Patient leukemia samples were analyzed using 244 K micro-
arrays (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Only t-
AML were processed as dye-swap pairs. In all experiments, sex-
matched DNA from a pooled human female or male individual
(Promega, Madison, WI) was used as the reference. Oligonucle-
otide aCGH processing was performed as detailed in the
manufacturer’s protocol (version 4.0; http://www.agilent.com).
Data were extracted from scanned images using Feature
extraction® software (version A.8.5.3, Agilent). Raw data text files
from the latter were then imported for analysis into CGH
Analytics® 3.4.40. Aberrations were detected with the ADM?2
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t-AML and p-AML aCGH

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Clinical, biological features and karyotype of the p-AML patients.
Patients Age'/ FAB Karyotype FISH Allograft Survival
Sex duration >
12 months
p-1 68/F M1 45XX,—7 ND No info No info
p-2 34/M M6 45XY,—7 ND no no info
p-3 66/M M1 48 XY,+8,+13 ND No Yes
p-4 54/F M5 47, XX,+i(21q) ND Yes Yes
p-5 32/M M5 47,XY,t(2;14)(921;932),+4 wcp2, wepl4 No No
p-6 44/F M5 46,XX,der(5)t(1;5)(932;935),inv(9)(p12q13)[20]. MLL WT, wcpT, No No info
ish(5p15,5931) x2,add(5)(935?)(wcp1+) wcp5,wepl17
p-7 68/M M5 46,XY,del(7)(q21g31),der(9)(WPC9+),2der(11)(q23)/46,XY[2] MLL WT No No
p-8 25/F M3 46,XX,t(15;17)(q22;921) PML-RARA fus
p-9 46/F M3 46,XX,t(15;17)(q22;q921) PML RARA fus No No info
p-10 46/F M3 46,XX,1(15;17)(922;921) PML RARA fus No Yes
p-11 27/M M3 46,XY,i(3)(p10),i(39),t(15;17)(q22;921) PML RARA fus No Yes
p-12 47/M M3 46,XY,t(15;17)(q22;021) PML RARA fus No No
p-13 73/M M3 46,XY,t(15;17)(q22;021) PML RARA fus No Yes
p-14 35/M M3 46,XY,t(15;17)(q22;921) PML RARA fus No Yes
p-15 57/M M3 46,XY,t(15;17)(q22;921) PML RARA fus No Yes
p-16 54/M M4 46,XY,1(16;16)(p13;q22) CBFB sep Yes No
p-17 26/M M4Eo 46,XY,t(16;16)(p13;922) ND Yes Yes
p-18 19/M M2 45,XY,1(8;21)(q22;922),del(9)(q31934) ND No Yes
p-19 37/M M1 45,XY,t(9;11)(p22;923),del(7)(p12;p21) MLL sep No Yes
p-20 25/M M1 46,XY,t(9;11)(p22;923) MLL sep Yes Yes
p-21 80/M M1 46,XY[3]1/50-53,XY,—1,—3,—4,—152,—21,+7 to 10 mar ND No No
p-22 42/M M1 46,XY,t(3;5)(q25;q34),del(4)(q26),der(12)t(4;12) WCP(3; 4) Yes Yes
(q282;p12),der(18)t(12;18)(p12;921),mar? WCP(5; 12)
p-23 30/M M5 46,XY,t(11;12)(q13;p13)[2]46,XY,id,der(1)t(1;1) ND No No
(p16;912)[11/46,XY,id,der(7)t(1;7)(q12;936)[11/
46,XY,id,der(9)t(1;9)(q12;p24)[2]46,XY,id,der(14)
t(1;14)(q12;p10)[2146,XY,id,der(20)t(1;20)(q12;p12)
[1146,XY,id,der(20)t(1;20)(q12;q13)[2]46,XY,id,
der(21)t(1;21)(q12;910)[3]
p-24 71/M M2 43-46,XY,—2,—5,—7,—16,+marl,+mar2,+mar3, +mar4, ND No No
variations
p-25 63/F M2 46,XX ND No Yes
p-26 52/F M2 46,XX MLL WT Yes Yes
p-27 23/F M2 46,XX MLL WT No Yes
p-28 23/F M5 46,XX MLL WT Yes Yes
p-29 45/F M5 46,XX ND No No
p-30 73/F M5 46,XX ND No No
p-31 31/M Mo 46,XY MLL WT No No info
p-32 75/M M1 46,XY MLL WT No No
p-33 41/M M1 46,XY MLL WT Yes No info
p-34 48/M M2 46,XY MLL WT Yes Yes
p-35 38/M M2 46,XY MLL WT No No
p-36 63/M M4 46,XY ND No No
1=age at diagnosis of AML. FAB column: FAB classification. FISH column: MLL WT = MLL Wild Type; MLL sep = MLL rearranged (separated); PML-RARA fus =fusion of
PML and RARA gene; WCP =whole chromosome paint; ND =Not Done.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.t002
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Table 3. Germinal and immunoglobulin genes related CNVs.

t-AML and p-AML aCGH

—17921.31 <41.55-42.04>
—19q13.2 <48.20-48.43>
+/—22911.23 <22.65-22.72

NSF LRRC37A ARL17P1 KIAA1267 LRRC37A2
PSG1 PSG3 PSG6 PSG7 PSG11
GSTT1.

Location Some CNV genes miRNA

Germinal CNVs

—1p36.13 <16.71-17.14> CROCC MSTP9 ESPNP

—1921.3 <150.82-150.84> NLCE3C

—1923.3 <159.75-159.90> FCGR2A FCGR2B FCGR3A HSPA6

—1q44 <246.79-246.86> OR2T34 OR2T10 OR2T11

+/—3029 <196.90-196.96> MucC20 mir-570

+/—4q13.2 <69.05-69.16> UGT2B17

+5p15.33 <0.76-0.87> ZDHHC11

—6p25.3 <0.20-0.32> DUSP22

+/—6p21.2 <32.56-32.72 HLA-DQA1 HLA-DRB1 HLA-DRB5 HLA-DRB6

+/—8p11.3 <39.35-39.50> ADAM3A

—10q11.22 <46.37-47.73> ANXAB8 PPYR1 GPRIN2 SYT15 ANTXRL

+11911 <55.12-55.20> OR4P4 OR4C11 OR4S2 OR4C6

+12p12 <19.36-19.46> PLEKHAS

+/=14911.2 <18.62-19.49> OR4K5 OR4K1 OR4N2 OR4K2 OR4Q3 OR4M1

+/—15q11.2 <18.65-20.08> BCL8 NF1P1 OR4N4 OR4M2 mir-1268
+/—15q14 <32.51-32.62> GOLGABB mir-1233
+/—16p11.2 <31.86-33.53> TP53TG3 SLC6A10P HERC2P4... mir-1826
+17921.31 <41.52-41.57> KIAA1267

Immunoglobulin genes related CNVs
—2p11.2 <89.10-89.26>
+/—7p14.1<38.22-38.41>

+/—14911.2 <21.43-22.04>

—14932.33 <105.13-106.00>

IGKC IGKV1-5 IGKV3D-15 IGKV1D-13 IGKV3-20 IGKV2-24
TRGC2 TRGV5 TRGV7 TRGV9 STARD3NL

TRA@ TRD@ TRDV1 TRAV20 TRAJ17 TRAC

IGH@ IGHA1 IGHA2 IGHG1 IGHG2 IGHG4 IGHV4-31 C140rf81

u_n

The CNVs are either lost or gained as indicated by a

included in the CNVs.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.t003

algorithm and the filtering options of a minimum of 5 probes and
abs(log2Ratio) >0.3. Aberration segments were individually
reviewed using build 35, hgl8 from the UCSC Genome browser
[6]. Anomalies that were localized to regions with high-copy
repetitive or GC-rich DNA sequences including telomeric regions
were excluded. We defined gains and losses for the oligonucleotide
dataset as a linear ratio =1.2 or =0.8 respectively. High and low-
level amplification events were defined as a linear ratio =4 or
between <2 and <4 respectively. The data are described in
accordance with MIAME guidelines and have been deposited in
ArrayExpress under accession number E-TABM-1014.

Results

Copy Number Variations (CNV)

As no paired DNA had been obtained, Copy Number
Variations (CNV) were distinguished from Copy Number
Abnormalities (CNA) based on various criteria: i) sequence size
below 2 Mb; ii) the presence of repetitive identical breakpoints
between patients; iii) the genes involved such as olfactory receptor

genes, the NFIP1 locus or GSTT1 (chromosome 22) and iv)

@ PLoS ONE | www.plosone.org

or a “+". Locations on chromosomes are described according to the ISCN 2009 with slight modifications:
sequence numbers are included between <> and expressed in Mb, with a resolution of 10kb. Column 2: coding genes included in the CNVs: Column 3; miRNA genes

consultation of the Database of Genomic Variants [7]. Many
Mendelian CNVs, that are present throughout the entire genome
[8], were seen in the two AML samples (table 3). Together with
classic genes, four microRNA embedded in CNV regions were
found: mir-570 in 3q29 within MUC20, mir-1268 in 15q11 within
NF1P1, BCL8 and olfactory receptors, mir-1233 in 15q14 within
GOLGCABB, and mir-1826 in 16pll1.2 within TP53TG3
HERC2P4 (table 3).

Deletions inside immunoglobulin gene (IG) clusters, consecutive
to VDJ rearrangement were observed mainly in t-AML. These
illegitimate recombinations were considered as acquired CNVs
[5], characteristic of the malignant clone. In t-AML, four losses
were located in 2pl1 in IGLK and 9 in 14q32.3 in IGH. Two t-
AML were bi-phenotypic acute leukemia (cases 2 and 7). In three
cases (t-15, t-17 and t-25), both genes were rearranged (table 4).
No relationships were observed with MLL or other translocations.
In p-AML (table 5), only 2 rearrangements were observed: on
IGLK (case p-21) and on IGH (case p-24). No rearrangement of
IGLL on 22q11 was observed. The difference in the proportion of
IG rearrangements in t-AML compared to p-AML was statistically
significant with a p<<0.002.
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Table 4. Gains and losses CNA in t-AML and revised karyotype after aCGH.

t-AML and p-AML aCGH

Patients Gains

Losses

Revised karyotypes

t-2

t-24

t-8

t-13

t-30

t4

t-16

t-23
t-17

+14911.2q12<24,09-26.24>[1.23]
+14912q13.3<29.52-35.74>[1.26]

+14q21.1921.2<41.52-44.69>[1.23]
+14q21.3922.1<47.25-52.51>[1.54]

+17q11.1qter<22.80-78.65>[1.39]
+19p13.3<4.96-6.82>[1.44]

+13q11qter<<18.36-114.10>[1.46]

+2p16.1p25.3<0.02-54.88>[1.46]

+8pterqter<<0.16-146.26>[1.31]
+17pterqter<0.02-78.65>[1.31]

+2q14.3932.3<128.11-193.87>[1.34]
+7q11.2936.3<61.46-158.81>[1.65]
+12p12.1 p11.2<24.32-30.60>[1.37]

+7p15.2<27.15-27.18>[1.33]
+8024.2024.3<139.48-140.18>>[1.46]
+4q35.1935.2<187.17-187.37>[1.49]
+7p15.2<27.15-27.18>[1.26]
+6027<168.12-168.84>[1.20]

@ PLoS ONE | www.plosone.org

—1q44<241.94-247.19>[0.61]
~5q14.3q35<85.18-167.84>[0.58]
—7pterp22.3<0.14-2.67>[0.65]
—7p21.3<8.21-11.79>[0.64]
—7p15.2q14.3<27.40-33.28>[0.67]
—7p14.1q33<39.89-135.74>>[0.63]
—7q33q34<135.74-137.48>[0.16]
~7q34qter<137.48-158.76>>[0.60]
—12p13p11.2<11.27-25.37>[0.61]
—12p11.2q12<32.77-37.09>[0.65]
—12q13.1<47.09-49.44>[0.66]
—12q13.3q22<55.30-92.75>[0.63]
—12923.3<105.58-107.51>[0.68]
—14q11.2<23.73-24.07>[0.70]
—14q12<26.25-27.10>[0.65]
—14q21.2<35.77-37.62>[0.66]
—14q21.2<44.69-45.26>[0.66]
~18q11.1q11.2<16.79-21.74>[0.59]
—18q11.2q12.1<21.74-24.41>[0.22]
—18q12.122.3<24.41-71.05>[0.59]
—18922.3q23<71.06-71.76>[0.23]
—18q23<71.76-76.11>[0.59]
—2p11<89.65-91.05>[0.62]*
—17pterp11.2<0.28-21.22>>[0.63]
—19p13.3<0.21-4.96>[0.60]
~7931.1936.1<107.67-150.28>>[0.55]
—21922.1<35.01-35.60>[0.11]
—Xp11.4<39.25-39.85>[0.16]
—1q42.3.q44<233.13-247.19>[0.53]
—10q11.2<45.53-47.97>[0.78]
—2p23.3<25.31-25.60>[0.50]
—14q32.3<105.96-106.00>[0.65]*
—2p11<88.98-91.05>>[0.46]*
—4q31.2<146.62-146.67>[0.68]
—14932.3<105.40-106.15>[0.34]*
—1p36.11<26.73-27.04>[0.64]
—1q43<237.92-238.50>[0.62]
—5031.1933.1<142.91-148.19>[0.63]
~7p11.1p22.3<0.14-57.89>[0.65]
—12pterp12.1<0.05-21.96>>[0.63]
—14q32.3<105.13-105.84>[0.68]*
—15q11.2921.3<20.24-55.80>>[0.65]
—17p13.3p11.2<0.02-22.07>[0.65]
—17q22<51.84-54.75>[0.64]

—14932.3<106.21-106.25>[0.66]*
—2p11<89.10-89.89>[0.70]*
—3p12.3p14.1<69.07-79.19>[0.54]
—14g32.3<105.85-105.89>[0.59]*

44,XX,—1q44,—5q14.3935,—7,—7q33q34,—12p11.2p13.2,
—12p11.2q12,—-12q13.1,—12q13.3q22,—12q23.3,
—14q12,+14q12,—14q12,+14q12q13.3,
—14q21.2,+14q21.1q21.2,—14q21.2,+14¢21.3q22.1,
—18q11.1qter,—18q11.2q12.1,

—18g22.3q23

46,XX,t(11;2)(q23;7),i(17)(q10),—19p13.3,+19p13.3

47,XY,—Xp11.4,—7q31.1936.1,+13,—21q22.1

46,XX,der(1)t(1;2)(q42.3;p16.1),—10q11.2
46,XY,—2p23.3

46,XX,+8,1(9;22)(q34;,911),+17
46,XX,dup(2)(q14.3932.3),t(5;13)(p15;914)
—5qg31.3932,+i(7)(q10),der(7)t(7;15)(q10;q21.3),

der(12)t(12;17)(p12.1;q11),+12p11.2p12.1,
—15pterq21.2, —17p11.2p13.3,—17q23.2

46,XX+7p15.2,+8G24.2q24.3,inv(16)(p13;922)
46,XX,+4935.1q35.2,(11;19)(q23;q13)

—3p12.3p14.1,+7p15,t(15;17)(q22;q21)"
.ish(PML;RARA)
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t-AML and p-AML aCGH

Table 4. Cont.

Patients Gains Losses Revised karyotypes

t-29 —14932.3<105.94-106.00>[0.66]* 46,XY,—21q22.1

—21022.1<34.98-35.29>[0.59]

t-3 +8024.3<143.73-143.90>[1.50] —14q32.3<104.96-105.22>[0.76]* 46,XX,t(1;17)(p36;2),t(7;?)(p15;?),+8q24.3,

t(7;10;17)(2;p11;921;?

t-26 +2011.2<98.43-98.63>[1.42] 46,XX,+2q11.2

t-12 +21¢22.1qter<35.07-46.91>[1.19] —7022.1936.3<101.85-158.79>[0.80] 46,XY,—7q21.2936.3,t(8;21)(q22;q22)+21q22.1qter

t-9 +4p16.3<<1.20-1.30>[1.38] —7pterqter<0.14-158.76>[0.56] 45,XY,+4p16.3,—7
+6027<168.08-168.32>[1.50]

t-11 —21922.12<35.11-35.15>[0.68] 46,XY,—21q22.12

t-14 +7p15.2<27.15-27.18>[1.38] —14432.3<105.96-106.00>[0.60]* 47 XX4+7p15+8,—17q11.2
+8pterq24.3<<0.16-142.23>[1.35] —17911.2<25.96-27.38>[0.72]
+8q24.3<142.23-145.81>[1.52]
+8024.3<145.81-146.26>[1.35]

t-1 —5q15qter<94.36-177.87[0.79] 57, XXX,+1,+4,del(5)(q15033) x2,— 7,+8,+9,+der(11),

+13, +14,—17,+18,+19, —20,+22,+mar

t-5 +5p15.2p14.3<10.78-21.71>[1.27] —3p14.1p12.3<69.67-80.18>[0.54] 46,XY,—3p12.2p14.1,—5p15.2pter,+5 p14.3p15.2,
+5p13.3911.2<31.24-53.59>[1.31] —5pterp15.2<0.09-10.76>[0.57] +5p12q12.3,—5q12.3qter,—7p11.1p22.3,
+21922.1<36.40-36.53>[1.60] —5q12.3qter<65.23-180.64>[0.57] —7921.3q32.1,—12p13.1p13.2,+21q22.1

—7pterp11.1<0.14-57.66>[0.57]
—7021.3936.3<97.13-158.76>[0.57]
—12p13.2p13.1<11.82-13.33>[0.62]
t-10 +1044<246.44-247.06>[1.32] —7p22.2<3.02-3.12>[0.48] 46,XY,+1q44,—7p22.2,—7q11.2,—7¢21.3q22.1
—7q911.2<64.40-75.85>[0.77]
—7021.3922.1<97.69-101.88>>[0.77]

t-7 +9034.3<135.98-139.80>[1.30] —7pterqter<0.14-158.81>[0.79] 45,XY,—7,49q34.3,+12p13.1,+12p11.1,—12q11q12-
+12p13.1<14.25-14.61>[1.36] —12912<36.73-42.14>[0.65] -12q13.1,+12q13.12q14.3,—17p11.2p13.3,
+12p11.1<31.55-34.64>[1.34] —12913.1<45.33-47.69>[0.68] —21921.1921.2,+21q21.2921.3,—21¢g22.11q22.12,
+12q913.1914.3<47.69-51.83>[1.42] —17pterp11.3<0.02-21.23>[0.78] +21q22.12q23,—-21qg22.3
+12q914.1914.3<58.80-64.31>[1.33] —21921.1921.2<<19.84-23.05>[0.65]
+21921.2921.3<23.17-30.35>[1.42] —21022.1<34.38-36.12>[0.66]
+21022.1922.3<36.20-43.01>[1.58] —21q22.3<43.02-43.08>[0.65]

t-6 —7pterqter<0.14-158.76>[0.70] 45,XY,1(2;6)(q12;921),—7

t-22 +2p25.2<2.54-3.57>[1.37] 46,XY,+2p25.3,+8,1(9;11)(p21;q23)
+8pterqter<<0.16-146.26>[1.40]

t-19 +7p15.2<27.15-27.18>[1.40] No CNA 46,XX,+7p15.2,t(9;11)(p22;923)

t-21 No CNA No CNA 46,XX,t(9;11)(p22;q23)

t-20 No CNA No CNA 46,XX,t(11;19(p22;q23)

t-18 No CNA —14432.3<105.94-106.00>[0.64]* 46,XX,1(15;17)(922;921)

t-25 No CNA —2p11<89.10-91.05>[0.69]*. 46,XX

—14q32.3<105.96-106.00>[0.61]*

t-27 No CNA No CNA 46,XX

t-28 No CNA No CNA 46,XX

Column 2 and 3: The CNA are either lost or gained as indicated by a “—" or a “+"; locations on chromosomes are described according to the ISCN 2009 with slight

modifications: sequence numbers are included between <> and expressed in Mb, with a resolution of 10kb; linear ratios are written between brackets after an

CNAs with a linear ratio >2 (low level of amplification) or losses <0.25 are labeled in bold and italics; "*" indicates CNA that are probably part of a rearrangement of

the immunoglobulin genes. They have not been included in the synthetic karyotypes because they could be considered as an acquired CNV which is characteristic of

monoclonal proliferation.

Column 4: In bold are new data or those modified by aCGH in the synthetic karyotypes; CNAs that were contiguous but whose ratios were not too different were fused

to express overall chromosome abnormality for readability.

doi:10.1371/journal.pone.0016623.t004
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Table 5. Gains and losses CNA in p-AML

and revised karyotype.

t-AML and p-AML aCGH

Patients Gains

Losses

Revised karyotypes

p-24 +1p36.3<1.52-7.56>>[1.26]
+1q21922<153.19-154.64>[1.67]
+3p21.3<50.26-50.29>[2.54]
+3p21.3<52.29-52.31>>[4.00]
+4p16.3<0.99-1.65>[1.61]
+15q22.2923<56.84.18-67.10>[2.05]
+15q23<67.44-68.37>[3.64]
+15q24.1<70.42-72.67>[2.89]
+15024.1026.2<72.70-94.54>[1.30]
+16G23.3q24.3<82.61-88.67>[1.8]
+19p13.3p13.1<0.64-19.72>[1.41]
+20p12.3p13<0.27-9.14>[1.26]
+21¢22.1<33.30-37.23>[1.79]
+21922.1<37.24-38.54>[2.5]
+21922.1<38.54-39.38>[3.00]
+21922.2q22.3<39.40-43.22>[2.18]
+21022.3<43.23-46.89>[1.70]
+22q13.1<35.86 = 37.20>[1.33]
+3p14.3p14.2<57.97-62.19>[1.48]
+3p14.2p14.1<63.60-64.29>[1.31]
+3p14.1<64.32-65.50>[4.61]
+3p14.1<66.40-67.67>[4.71]
+3p11.2qter<89.28-199.32>[1.35]
+21911.2921.1<14.29-17.97>[5.46]
+21q22.1q22.3<38.27-43.54>[5.45]
+21q22.3<43.59-45.12>[2.11]

p-21

+21922.3qter<45.12-46.91>[1.7]
p-22

p-23 +1023.2qter<<158.48-247.17>[1.24]

p-5 +4pterqter<0.06-191.02>[1.43]
p-32
p-6 +1032.1qter<201.31-247.10>[1.39]

p-2 +Xp22.2<15.95-16.61>[2.04]
+11924.2qter<124.85-134.43>[1.23]
+8pterqter<<0.16-146.25>[1.27]
+13pterqter<18.31-114.12>[1.28]
No CNA

p-7
p-3

p-18

p-13 +17921.2<35.76-35.84>[1.49]

p-4 +21q11.2qter<14.31-46.91>[1.77]
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—2pterp22.3<0.02-32.60>[0.66]
—2p14p13.3<68.01-71.72>[0.66]
—2q35qter<219.02-242.39>[0.66]
—3p22p21.3<38.35-49.66>>[0.66]
—5q14.2933.3<82.18-158.75>[0.61]
—7p15.2p15.3<19.64-26.31>[0.63]
—7q11.22q11.23<69.84-72.44>[0.65]
~7q21.12922.2<87.65-105.96>[0.71]
~7931.32936.3<123.35-158.81>[0.64]
~14432.3<105.60—105-70>[0.74]*
—15026.2926.3<94.55-100.21>[0.75]
—16p13.3923.1<15.38-78.80>[0.74]
—17p11.2912<0.18-29.54>[0.65]
—17q21.3921.33<38.29-46.94>[0.66]

—1q21.1q44<147.21-247.19>[0.62]
—2p11.2<89.38-91.05>[0.61]*
—2pterp24.3<0.02-16.22>[0.61]

—3 p24.3p14.3<0.03-57.40>[0.63]
—3p14.2<62.20-63.58>[0.60]
—3p14.1<65.51-66.11>[0.60]
—3p14.1p12.1<67.68-86.30>[0.67]
—4022.1927<88.94-123.72>[0.61]
—9922.3931.1<93.92-103.86>[0.63]
—4q28.2928.3<130,24-134,36>>[0,55]
—12p12.1p13.2<11,40-21,20>[0,55]
—18921.2<48,99-51,05>[0,55]
—18q22.3923<69,56-76,03>[0,55]
No CNA

No CNA
—3p21.3p21.3<44,20-49,02>[0,59]

—7<0.14-158.76>[0.61]
—7<0.14-158.76>[0.55]
—22911.2<21.36-21.41>[0.52]
—7931.2qter<115.49-158.78>[0.77]
—2p11.2<88.93-89.14>[0.69]*

—8021.3q22.1<93.15-94.17>[0.63]
—9q12q31.1<67.20-104.45>[0.62]
No CNA
No CNA

46,XY,+1p34.2p36.3,—2pterp22.3,—2p14p13.3,
—2qg35qter+3p21.3, —3p21.3p22.2,+4p16.3,

—5q14.2q33.3,—7p15.2p15.3,—-7q11.2,—7q21.1q22.2,

—7q31.3q36.3,+15q11.2,+15q22.2q26.2,
+15q23,—1526.226.3,—16p13.3q23.1,
+16q23.3q24.3,—17p11.2q12,—17q21.31q21.3,

+19p13.3p13.1, +20p12.3p13, +21q22.1q22.3,+22q13.1

50-53,XY,—1q21.1q44,—2p24.3,
—3p12.1p14.1,43p14.1,—3p14.1,+3p14.1p14.2,
+3p14.2p14.3,—3p14.3p24.3,+3p11.2qter,
—4q22.1q27,—9q22.3q31.1,

+21q11.2q21.1,

+21qg22.1qter

46,XY,1(3;5)(q25;q34),del(4)(q28.2q28.3),
der(12)t(4;12;18)(q28%;p12;q21),
—12p12.1p13.2,—18q21.2,— 18¢22.3q23

46,XY, t(11;12)(q13;p13)/46,XY,id,der()t(1;1)(p16;912)/
46,XY,id,der(7)t(1;7)(q12:936)/
46,XY,id,der(9)t(1;9)(q12;p24)/46,XY,id,
der(14)t(1;14)(q12;p10)/46,XY,id,der(20)t(1;20)
(q12;p12)/46,XY,id,der(20)t(1;20)(q12;q13)/
46,XY,id,der(21)t(1;21)(q12;910),+1923.2qter
47 XY,1(2;14)(021;q32) +4

46,XY,—3p21.3
46,XX,der(5)t(1;5)(932;935),inv(9)(p12913)
45XX,—7

45 XY A4Xp22.2,~7,-22q11.2

46,XY,~7q31.2936.3, +11q24.2q25
48 XY,+8+13

46,XY,1(8;21)(q22,922),del(8)(q21.3922.1),—9912q31.1

46,XY,1(15;17)(q22:q21)417921.2
47,XX,+i(21q)
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t-AML and p-AML aCGH

Karyotypes and CNA

Karyotypes and aCGH were well correlated, with few exceptions.
Ninety-six unbalanced chromosomal abnormalities previously unde-
tected by mitotic karyotypes, were detected after high resolution
aCGH (tables 1, 2, 4 and 5). Most of the additional abnormalities
were too small to be detected by karyotypes. Some revealed masked
rearrangements (Figure 1). In case t-1, the discrepancy between the
karyotype and aCGH was probably due to a combination of
hyperploidy, genetic heterogeneity and the presence of normal cells
resulting in aCGH detection of only the del(5q).

In both groups of AML, 25 cytogenetically balanced translocations
(table 1, 2 tables 4 and 5) did not show any cryptic rearrangement
(gain or loss) at their breakpoint locations. In 5 cases (t-3, t-5, t-12, p-
18, p-13), a CNA was found near the breakpoints. Patient t-3 was
considered as having multiple balanced translocations that could not
be further analyzed due to insufficient material. Patient t-5 had a
poorly defined translocation implicating 12p and according to aCGH
analysis, a small loss began in the middle of ETV6, suggesting a
rearrangement of this gene. Patient t-12, had a standard t(8;21) and
following “good practice” rules, no further investigation was initially
performed. aCGH revealed a duplication of 21q22.1qter that was
confirmed by FISH as another translocation or insertion on an
unidentified chromosome. The unbalanced translocation breakpoint
was 30 Kb centromeric to the 3’ end of RUNXI suggesting a
possible double event. Patient p-18, with a t(8;21) p-AML, had a 1Mb
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Table 5. Cont.

Patients Gains Losses Revised karyotypes

p-8 No CNA No CNA 46,XX,t(15;17)(q22;921)

p-9 No CNA No CNA 46,XX,t(15;17)(q22 ;q21)

p-10 No CNA No CNA 46,XY,t(15;17)(922;921)

p-11 No CNA No CNA 46,XY,1(15;17)(q22;921)

p-12 No CNA No CNA 46,XY,t(15;17)(922;921)

p-14 No CNA No CNA 46,XY,t(15;17)(q22;921)

p-15 No CNA No CNA 46,XY,1(15;17)(922;q21)

p-16 No CNA No CNA 46,XY,t(16;16)(p13;922)

p-17 No CNA No CNA 46,XY,1(16;16)(p13;922)

p-19 No CNA —1432.3<105.02-105.04>[0.76]* 45,1(9;11)(p22;923),del(7)(p12;p21)

p-20 No CNA No CNA 46,XY, 1(9;11)(p22;q23)

p-25 No CNA —14432.3<105.96-105.94>[0.61]* 46,XX

p-26 No CNA No CNA 46,XX

p-27 No CNA No CNA 46,XX

p-28 No CNA No CNA 46,XX

p-29 No CNA No CNA 46,XX

p-30 No CNA No CNA 46,XX

p-31 No CNA No CNA 46,XY

p-33 No CNA No CNA 46,XY

p-34 No CNA No CNA 46,XY

p-35 No CNA No CNA 46,XY

p-36 No CNA No CNA 46,XY

Column 2 and 3: The CNA were either lost or gained as indicated by a “—" or a “+"; the locations on the chromosomes are described according to the ISCN 2009 with
slight modifications: sequence numbers are included between <> and expressed in Mb, with a resolution of 10kb; linear ratios are written between brackets after an
“x"; CNAs with a linear ratio >2 (low level of amplification) or losses <0.25 are labeled in bold and italics; “*" indicates CNA that are probably part of a rearrangement
of the immunoglobulin genes. They are not included in the synthetic karyotypes as they could be considered as an acquired CNV characteristic of monoclonal
proliferation.

Column 4: In bold are new data or those modified by aCGH in the synthetic karyotypes; CNAs that were contiguous but whose ratios were not too different were fused
to express overall chromosome abnormality for readability.

doi:10.1371/journal.pone.0016623.t005

loss that included the first two exons of RUNXT1 on 8q21.3. Patient
pl3 had a t (15.17) accompanied by a small duplication of the
telomeric part of RARA and of the TOP2A genes (table 5).

In some cases the confrontation between aCGH and the karyotype
allowed us to better define the previously diagnosed rearrangements.
In patient t-13, an add(1)(q3?) was found in the morphological
karyotype. With aCGH, it was concluded that it resulted from an
unbalanced translocation der(1)t(1;2)(q42.3;p16.1). The breakpoint
was virtually cloned from the arrays: on 1q42.3<231.374>, it was
sitting in the middle of PCNXL2, between exons 11 and 12. On
2p16.1<<54.943>, it was lying in an EML6 gene in the vicinity of
exon 12 of the gene. P-22, a primary AML with a (3;5), had a loss of
10Mb of 12pl13 secondary to a additional complex translocation
encompassing ETV6 and CDKNIB (table 5).

t-AML

All patients (excepted three who had received radiotherapy
alone) had been treated with multi-agent chemotherapy (AA and
ATII) combined or not with radiotherapy. Thus, the type of
induction mechanism was most of the time, deduced from the
observed chromosomal abnormalities (table 1): 9 cases were
probably AA induced, 9 were ATII-induced and in 12, the
mechanism could not be determined because CNA categorization
was indistinguishable between t-AML induced by AA or by ATIIL.
The medium time elapsed between cancer therapy and the
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t-AML with +8q24.3 in patient t-3;| |MCR-12p13.2

location <139.48-140.18>

localization <11.82-13.33>
List of genes in table 8

p-AML with a cryptic deletion
in 3p21.3 in patient p32;
location <44.2-49.02>

Figure 1. Details of critical rearrangements concerning MCRs. A =gain on 8qg24.3 in a t-AML; B=loss of 12 p13 in t-AML (patients t-4 and t-5);

C loss of 3p21.3 in a p-AML.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.9001

diagnosis of t-AML was 5.1 years, 2.3 years and 4.7 years
respectively.

Twenty-five patients (80%) with 104 CNA exhibited 41 gains
and 63 losses (table 4). The mean number per total case number
was 3.46. Six patients with a normal karyotype had at least one
CNA. Six patients (20%) had no CNA, 3 had a normal
karyotype and the 2 others had a balanced translocation (one a
t(15;17) and one a MLL rearrangement). The mean CNA length
was 4.1Mb for the t-AML patients with at least an unbalanced
rearrangement.

The twelve losses in the immunoglobulin genes (IG) on 2pll
and 14q32.3 were considered as a special category of CNA.
Among the 8 patients with IG rearrangements, 2 had bi-
phenotypic leukemia and the others had various forms of AML.

p-AML

Among 36 patients, 12 had a normal karyotype, 4 exhibited an
anomaly on chromosomes 5 or 7. A t(15;17)(q22;q21), character-
izing AML-M3, was present in 9 cases (table 2).

In p-AML, 64 CNAs were observed (table 5) with 30 losses and
34 gains while the mean number was 1.78. Twenty-two patients
had no CNA, 11 had a recurrent balanced translocation while the
11 others had a normal karyotype. The mean number of CNA
among p-AML patients with unbalanced rearrangements was
2.66. This value was due to 4 patients with very complex genomic
rearrangements (>8 chromosomal abnormalities).

Minimal Critical Regions (MCR)

A MCR was defined as such if 2 cases or more shared a
common genomic location. Twelve MCRs were observed in t-
AML and eight in p-AML (table 6).

The size of MCRs was smaller in t-AML, with a minimum of
0.04 Mb compared to p-AML with a minimum of 0.95 Mb. The
longest MCR in t-AML was 36.44 Mb, of the same order of
magnitude as in p-AML where it was 45.69 Mb.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

10

Unique CNA

These single cases were of various sizes, from 0.04Mb to
26.89 Mb. Most of them were small and not known as
polymorphisms. They are detailed in table 7.

Discussion

The CNVs

As we were obliged to use a pool of normal DNA as a reference,
Mendelian CNVs that are present throughout the entire genome [8],
were revealed by the 244K aCGH (table 3). They were identified in
the Toronto Database [7] in order to avoid including them in the
analysis of somatic CNA. However, as a relationship between some
CNVs and malignancy has already been suggested [9], several of
them were retained in a separate table (table 3). For example a GSTT
gene cluster was reported to be a susceptibility co-factor in cancer
[10,11,12]. It is noteworthy that several miRNA, i.e. mir-570, mir-
1268, mir-1233 and mir-1826 were found embedded in CNVs, with
a possible multigene regulatory effect, as reported by Lin [13].

High resolution aCGH allowed us to study the whole set of IG
gene rearrangements [5]. VD] rearrangement in immunoglobulin
genes (IG) has been described in AML [14,15] and associated with
MLL rearrangements [16]. The two series of patients (t-AML vs p-
AML), were found to be significantly different, with a p value of
<<0.002. The fact that a quarter (8/30) of t-AML exhibited a VD]
rearrangement suggests that the transformed cells are often
multipotent in these diseases.

The CNAs

The acquired chromosomal abnormalities detected by morpho-
logical cytogenetics were quite similar in t-AML and p-AML. The
CNA patterns were well correlated between the morphological
cytogenetics and aCGH. Their frequency was increased after high

resolution aCGH. Losses were more frequent than gains in both
series. The number of CNAs was higher in t-AML (n = 104, mean
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Table 6. Minimal Critical Region in the two groups of patients.

t-AML and p-AML aCGH

MCR (localization by aCGH) Patients Size (Mb) Possible genes

t-AML

—1q944 <241.94-247.19> t-2, t-13 5.25 >25 genes among them SMYD3

—3p14.1p12.3 <69.67-79.19> t-5, t-17 9.52 MITF FOXP1 EIF4E3 GRP27 PROK2 RYBP
SHQ1 PPP4R2 PDZRN3 CNTN3 FAM86D
FRG2C ZNF717 ROBO2 ROBO1

—5031.3933.1 <142.91-148.19> t-1, t-2, t-4, t-5 5.28 ADRB2 DPYSL3 HTR44 POU4F3 PPP2R2B
SPINK1 JAKMIP2 TCERG1 SPINK5 LARS
RBM27 KCTD16 HMHB1 FBXO38 YIPF5
SPINK7SCGB3A2 GPR151 PRELID2
SH3RF2 PLAC8L1 STK32A SPINK6 SPINK9

+6027<168.12-168.32>[1.50] t-9, t-17 0.20 KIF25 FRMD1 HGC 6.1.1

—7p22.2 <3.02-3.12> t-5, t-6, t-7, t-9, t-10 0.10 GNA12 CARD11

+7p15.2 <27,15-27,18> t-14, t-16, t-17, t-19 0,03 HOXA6 HOXA7 HOXA9 HOXA10 miR-
196b

—7921.3 <97.69-101.88> t-2, t-5, t-6, t-7, t-9, 4.19 NPTX2 LMTK2 BRI3 BAIAP2L1 BHLHB8
CUX1

t-10 miR-86 mMiR-93miR-106b miR-5480

—7933934<135.74-137.48> t-2, t-5, t-6, t-7, -8, -9 1.74 CHMR2 PTN DGK1 CREB3L2 miR-490

+8924.3 <143.73-143.9> t-3, t-14 0.17 PSCA LY6D JRK C8orf55 LY6K
SLURP1 LYNX1 LYPD2

—12p13.2p13.1<11.82-13.33> t-2, t-4, t-5 1.51 ETV6 CDKN1B CREBL2 EMP1 GPR19 LRP6
GPRC5A HEBP1DDX47 MANSC1 GPRC5D
KIAA1467 BCL2L14 DUSP16 APOLD1
GSG1
HTR7P miR-613 miR-614 miR1244

+17921.3 <22.80-78.65> t-15, t-24 55.85 Whole 17q

—21g22.1 <35.11-35.15> t-7, t-8, t-11, t-29 0.04 RUNX1

p-AML

+1921922<153.19-154.64> p-23, p-24 1.4 >25 genes EFNA4 R1AP1 DPM3
YY1AP1 DAP3 ROBLD3 CCT3 CLK2

+1932.1q44<<201.31-247.19> p-6, p-23 45.69 Numerous genes

—3p21.3<44.20-49.02> p-21, p-24, p-32 5.18 >40 genes SMARCC1 NCKIPSD

—7931.2936.3<<115.49-158.78> p-1 and p-2, p-7 43.29 Numerous genes

—9g22.3931.1<93.92-103.96> p-18, p-21 9.81 >60genes FANCC XPA

Amp 21921.1<14.29-17.97> [5.46] p-4, p-21 3.78 LIPI ABCC13 RBM11 HSPA13 SAMSN1
NRIP1 USP25 C210rf34 CXADR BTG3
miR-99a miR-125b-2hsa-let-7c

Amp 21q22.2<38.27-43.54> [3 & 5.2] p-4, p-21, p-24 525 DSCR4 KCNJ15 ERG ETS2 BRWD1
other genes

+21q22.3qter<43.54-46.91> p-4, p-21, p-24 7.49 >50 genes

the figures in bold indicate the smaller CNA.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.t006

number 3.5), than in p-AML (n=69, mean=1.9). The value
found here is of the same order of magnitude than that reported
elsewhere [17,18,19,20]. Subcytogenetic CNA were present in half
of the t-AML with normal karyotypes (table 4) while only 1 case (p-
32) was observed in p-AML (tables 5 and 7). These findings are in
accordance with the role of cytotoxic drugs in oncogenesis in t-

AML [4,21].
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1

Column 1, the location of the MCR that follows the rules of tables 4 and 5; the figures in brackets and in bold are the ratios of the amplified regions. Column 2, patients;

Twenty-five balanced translocations remained undetected
(tables 4 and 5). No deletion or amplification at the breakpoint
was observed in the five t-AML, nor in the two p-AML cases
with rearranged MLL. The exceptions were two (8;21)
complex translocations resulting in detectable quantitative
CNA at their breakpoints. In case t-12, a t-AML, a distal
trisomy 21 began at the 5" extreme part of RUNXI
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(chr21:35.08). FISH studies showed a distal 21q unbalanced
translocation on an unidentified chromosome in addition to the
classic t(8;21) derivatives. In case p-18, a p-AML with a t(8;21),
a 1Mb loss on 8q21.3 amputated the first 5 exons of
RUNXITI, probably inactivating the ETO-AMLI] chimeric
gene on the der(21) and left the 3" RUNXIT1 coding sequence
intact in the AMLI-ETO transcript on the der(8) [22]. This
cryptic rearrangement allowed a ‘“virtual cloning” of the
t(8;21). The detailed molecular mechanisms of these rear-
rangements with an apparently identical t(8;21) seems to be
different in these secondary and de novo leukemias.

MCR

In the present series, twelve MCRs were isolated in t-AML
and 8 in p-AML (table 6). The size of MCRs was smaller in t-
AML, with a minimum of 0.04Mb compared to 1.4 Mb in p-
AML. There were 7 MCR of <2Mb in p-AML compared to
only 1 in p-AML. The longest MCR in t-AML was 55 Mb, of
the same order of magnitude as in p-AML where it was
45.69 Mb. A quarter of MCR contained sites for microRNAs
(miRNAs). They have been shown to be involved in different
biological processes, and in particular, hematopoiesis [23,24].
They are also described as behaving as tumor suppressor genes
or oncogenes [25,26]. Few new studies have reported on
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Table 7. Single CNA of interest.

Patients MCR unic cases Size (Mb) Possible genes

t-AML

t-2 +14q22.1 <47.25-52.51> 5.26 >30 genes

t-2 —18q11.2912.1<21.74-24.41>[0.23] 2.67 SS18 (Synovialosarcoma translocation) +7
other genes

t-2 —18q22.3923<71.06-71.76> 0.69 TSHZ1 Colon cancer ag a zinc finger
protein

t-13 —1q42.3.044<233.13-247.19> 14.06 >100 genes

t-13 —10q11.2<45.53-47.97> 244 >20 genes

t-5 —12p13.2p13.1<11.82-13.33> 1.51 >20 genes ETV6 CDKN1B miR613 miR614
miR1244

t-22 +2p25.3 <2.54-3.57> 1.03 TSSC1 TTC15 ADIT RNASEH1

t-14 —17q11.2 <25.96-27.38> 1.42 EVI2A EVI2B NF1 OMG SH3GLP2 SUZ12
CRLF3 C170rf79
CENTA2 UTP6 C170rf42 ATAD5 RNF135
RAB11FIP4
LRRC37B SUZ12P miR193a miR365-2

t-15 —4q31.2 <146.62-146.67> 0.05 SMAD1

t-30 —2p23.3<25.31-25.60> 0,10 DNMT3A miR1301

p-AML

p-24 +3p21.3<<50.26-50.29>[2.54] 0.03 GNAI2 SEMA3B

p-24 +3p21.3<<52.29-52.31>[4.00] 0.03 NCLYTK miR135a-1

p-21 +3p14.1<64.32-67.67>[4.59] 1.94 LR1G1

p-18 —8021.3922.1<93.15-94.17>[0.63] 1.02 RUNXT1

p-22 —12p12.1p13.2<11.40-21.20>[0.55] 9.8 ETV6 CDKN1B among more than 20 genes

p-24 —17p11.2912<0.18-29.54>>[0.65] 29,36 multiple genes

p-24 +15q23<67.44-68.37>[3.64] 331 KIF23 RPLP1 TLE3 miR-629

p-22 —18021.2<48.99-51.05>[0.55] 2.06 DCC and 4 other genes

Column 2: The CNA were either lost or gained as indicated by a “—" or a “+"; the locations on chromosomes are described following the ISCN 2009 with slight

modifications: sequence numbers are included between <> and expressed in Mb, with a resolution of 10kb; linear ratios are written between brackets after an “x”;

chromosomes with a linear ratio >2 (low level of amplification) or losses <0.25 are labeled in bold and Jtalics.

doi:10.1371/journal.pone.0016623.t007

molecular abnormalities implicating miRNAs that can be up- or
down-regulated in AML [27].

Table 8 and table 9 present the MCR from the data reported in
the literature [18,19,20,28,29,30,31,32,33,34]. Despite a certain
amount of heterogeneity in the samples, the techniques, the
genome constructs and other parameters, this table provides a
global view of nearly 550 p-AML and 50 t-AML. It allowed us to
clearly show the MCR and their frequencies.

When we compared the number of losses and gain in the
“table” sample to those in the present series, a chi2 test showed
that as they were not different, we could include them in the table.
In all AML 123 MCR were losses and 51 were gains. In t-AML,
34 MCR were losses and 4 were gains while in p-AML 34 were
losses and were 4 gains.

We will examine the lost and gained MCR found in our series
together with the most specific or frequent MCR found in this
table.

-1q

A small juxta-telomeric MCR loss in -1q44 was not reported in p-
AML and does not seem to be very frequent (tables 8 and 9). Among
more than twenty genes, SMYD3 is a histone methyltransferase that
plays a role in transcriptional regulation as a member of an RNA
polymerase complex. It is expressed in CD34 cells.
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Table 8. Minimal critical regions in the literature including the present work: losses.

Chromosome All  p (%) t (%) consensus MCR References Genes

abnormalities location in Mb

1p36.2 6 6 (1) 7.81-7.89 A D E PER3 UTS2

1p35.1 6 6 (1) 22.39-22.44 A D E

1p34.2 3 3(0.5) 42.07-42.45 A D E KRC HIVEP3

1p31.3p31.1 3 2 (0.3) 1(2) 67.07-69.95 A D E WDR78 MIERST Clorf141 IL12RB2 SERBP1
GADD45A GNG12 DIRAS3 GPR177 RPE65 DEPDC1

1942.1 3 3(0.5) 222.6-222.9 D CNIH4 WDR26 CR625980 CNIH3

1944 2 2 (4 241.94-247.19 K WDR64 EXO1 MAP1LC3C PLD5?CEP170 AKT3
ZNF238 Cl1orf101 FAM36A EFCAB2 KIF26B
SMYD3 TFB2M ADSS HNRNPU PPPDE1 AHCTF1

2p23.3 3 3 (0.5) 25.25-25.46 D, E

2p23.1 3 3(0.5) 30.29-30.95 A D E

2q36.2 8 8 (1.4) 222.01-225.42 A D E EPHA4 PAX3 FARSB MOGAT1 ACSL3 KCNE4 AP1S3
WDFY1 SERPINE2 MRPL44 FAM124B CUL3 SCG2

3p26.3-p25.3 4 3 (0.5) 1(2) 0-9.14 D, G

3p26.3 4 3(0.5) 1(2) 14.96-16.15 A, D

3p21.3 8 5 (0.9) 3 (6) 44.46-49.64 A, D, K Numerous ZNF more than 30 genes

3p14.1p12.3 3 3(6) 69.67-79.19 A K MITF FOXP1 EIF4E3 GRP27 PROK2 RYBP SHQ1
PPP4R2 PDZRN3 CNTN3 FAM86D FRG2C ZNF717
ROBO2 ROBO1

3q11.2q13.3 5 5 (0.9) 95.03-120.21 D E more than 30 genes

3913.1q13.3 2 1(0.2) 1(2) 106.75-109.60 D

3q13.3 3 2 (0.3) 1(2) 117.78-118.40 D

3924929 3 2(03) 1(2) 160.62-162.14 D

3924929 3 2 (0.2) 1(2) 164.51-165.39 D SI SLITRK3 CR612557

4924 7 7(1.2) 106.1-106.72 A D TET2 PPA2 FLJ20184 INTS12 GSTCD

4927928 6 5 (0.9) 1) 122.92-124.45 D ADAD?1 IL21 BBS12 FGF2 NUDT6 SPATAS SPRY1

4931.2 4 4 (8) 146.62-146.67 D, K SMAD1

5911.1 3 2 (0.3) 12 50.16-50.21 D

5911.2 3 3(0.5) 51.79-53.66 D

5911.2 5 4 (0.7) 1(2) 55.73-56.92 A D

5911.2 4 3(0.5) 1(2) 57.49-57.79 A D

5q12.1 7 5 (0.9) 2 (4 59.54-59.87 A D E

5q13 14 10 (1.9) 4 (8) 82.72-84.65 A D E ) VCAN HAPLNT EDIL3

5q14.3q15 20 17 (3) 3 (6) 86.54-95.19 A D E CCNH TMEM161B MEF2C CETN3 POLR3G
RASA1 LYSMD3 GPR98 VLGR1 ARRDC3 NR2F1
FAM172A POU5F2 ANKRD32 MCTP1 UNQ630
TTC37 ARSK GPR150 RFESD RHOBTB3 GLRX

5q15922.3 20 16 (2.6) 4 (8) 95.51-114.14 A D E ) PCSK1 CAST ERAP1 ERAP2 LNPEP LIX1 2
RIOK CHD1 PAM HISPPD1 NUDT12
CR610784 RABOP1 EFNA5 FBXL17 FER PJA2
MAN2A1T TMEM232 TSLP WDR36 CAMK4
STARD4 C50rf13 EPB41L4A APC SRP19
ZRSR2 REEP5 DCP2 MCC YTHDC2 KCNN2

5022.3931.1 16 13 (2.3) 3 (6) 129.23-131.96 A D EJ CHSY3 LYRM7 CDC42SE2 RAPGEF6 FNIP1 ACSL6
CSF2 IL3 P4HA2 PDLIM4 IRF1 RAD50

5q31.1 21 12 (2.1) 9 (18) 133.52-134.26 A D EH PPP2CA CDKL3 UBE2B PHF15 SAR1B CAMLG
DDX46 C5orf24 TXNDC15 PCBD2

5031.3933.1 19 11 (2) 8 (16) 142.91-148.19 A D E JK HMHB1 YIPF5 PRELID2 GRXCR2 RBM27 POU4F3 LARS
GPR151 PPP2R2B TCERG1 STK32A JAKMIP2
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Table 8.Cont.

Chromosome All  p (%) t (%) consensus MCR References Genes

abnormalities location in Mb
SPINK1 SPINK5 SPINK6 SPINK7 SPINK9 FBXO38
HTR4 SH3TC2

5933.3 14 10 (1.8) 4 (8) 156.39-156.51 A D E )

5933.3 13 10 (1.8) 3(6) 157.25-158.80 A D E ) CLINT1 EBF1 RNF145 UBLCP1 IL12B

6p25.1p24.3 10 7 (1.2) 3 (6) 5.54-8.38 A B CD FARS2 NRN1 F13A1 LY86 MMD-1 Zep-1
RREB1 SSR1 CAGE1 RIOK1 DSP BMP6
TXNDC5 MUTEDEEF1E1

6p22.3p22.2 5 4 (0.7) 1(2) 20.29-23.74 A, B, D

6p22.2p22.1 6 5 (0.9) 1(2) 24.15-26.16 A, B, D DCDC2 KAAGT MRS2 GPLD1 ALDH5A1 TTRAP
ACOT13 GMNN FAM65B DKFZp686H12134
HIST1H cluster TRIM38 HFE

60924.1 2 1(0.2) 12 140.6-142.5 D, F

6925.3 2 1(0.2) 12 156.39-156.61 D

7p22.2 7 1(0.2) 6 (12) 3.02-3.12 D, K CARD11

7p14.1 4 3 (0.5) 1(2) 39.5-41.7 D, F

7p12.2 2 2(0.3) 50.18-50.45 D IKZF1

7q921.1 4 3 (0.5) 1(2) 85.41-86.44 A CE

7921.1 5 5(10) 90.21-90.44 A D PFTK1

7921.3922.1 14 6 (1) 8 (16) 97.69-100.36 A D, E K LMTK2 BHLHA15 TECPR1 BRI3 NPTX2
TMEM130 TRRAP SMURF1 KPNA7 MYH16
ARPC1A PDAP1 BUD31 PTCD1 CPSF4 ATP5J2
ZKSCAN5 CYP3A4 TRIM4 COPS6 MCM7
TAF6 GATS PILRB PILRA ZCWPW1 MEPCE
FBX024 GNB2 EPO mir-25 mir-93 mir-106b

7q931.3 16 15 (2.7) 1(2) 121.7-123.9 B,D,F J K PTPRZ1 LKR/SDH AASS FEZF1 CADPS2 RNF133
TAS2R16 NDUFA5 ASB15 WASL HYAL4

7933934 22 15 (2.7) 7 (14) 135.74-137.48 B, D E JK CALD1 TMEM140 STRA8 WDR91
CNOT4 NUP205 FAM180A TPN miR490

7q34 20 19 (3.4) 1(2) 139.72-140.02 B,D,E JK TBXAS1 PARP12 MST109 JHDM1D KIAA1718

7q935q936.1 16 16 (2.9) 146.12-148.2 B, D E J K CNTNAP2

7936.1936.2 16 15 (2.7) 12 152.02-152.80 A B DE)J MLL3 XRCC2 ACTR3B FABP5L3

K

8p23.2 3 2 (0.3) 1(2) 3.48-3.58 A D

8p22p21.3 2 1(0.2) 1(2) 18.72-21.93 D

8p21.2p12 2 1(0.2) 1(2) 24.40-36.30 D

8q22.1 3 3 (0.5) 93.15-94.17 A K C8orf83

8q24.1 4 3 (0.5) 1(2) 117.81-118.38 |

8q24.1924.2 4 3 (0.5) 1(2) 126.54-129.58 A, D

8924.2 3 3 (0.5) 130.53-130.80 A, D

8924.2924.3 3 2 (0.3) 1(2) 131.51-146.26 A D

9p24.3p13.3 4 4 (0.7) 0.19-33.18 A D E

9921.3 5 4 (0.7) 1(2) 82.37-84.44 B,C, D E

9q922.3931.1 5 5 (0.9) 93.92-103.96 C D EK more than 30 genes

9932933.1 2 2(0.3) 116.51-117.92 B, D

10923.1923.3 4 4 (0.7) 87.93-90.77 C D

10924.1q24.2 4 4 (0.7) 96.48-100.81 ¢ D

11p15.5p15.4 8 7 (1.2) 1) 2.48-3.35 B,C, D E KCNQ1 KCNQ10T1 KCNQ1DN CDKN1C
SLC22A18NAP1L4 PHLDA2 CARS
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OSBPL5 C110rf36 MRGPRE

11912.39q13.1 3 3 (0.5) 63.98-65.65 D

11q13.1925 4 4 (0.7) 67.25-134.24 B, D, E

11923.3 4 2 (0.3) 2 (4) 117.86-119.81 A D E

12p13.3 4 2(0.3) 2 (4) 0.06-4.05 D, E

12p13.2 10 6 (1) 4 (8) 10.62-11.72 C D, EJ

12p13.2 12 10 (1.8) 2 (4) 11.2-12.70 C D, EFJ

12p13.2p13.1 17 14 (2.5) 3 (6) 12.20-13.13 C D E JK ETV6 BCL2L14 LRP6 MANSC1 LOH12CR1
AX748225 DUSP16 CREBL2 GPR19 CDKN1B
APOLD1 DDX47 GPRC5A TVAS4 HEBP1

12p12.3 7 5 (0.9) 2 (4 15.54-19.17 C, D EJK PTPRO EPS8 STRAP MGST1 LMO3 RERGL PIK3C2G
CAPZA3

12q12 3 2(0.3) 1) 42.64-43.26 A D

12913.1 2 2 (0.3) 46.06-46.30 A D

12q24.3 4 3(0.5) 1) 81.57-105.06 A D E

12q24.3 3 2 (0.3) 1(2) 121.28-122.73 A D

12q24.3 3 3(0.5) 128.71-128.91 A D E

139q14.3 8 7 (1.2) 1(2) 49.63-50.51 C D E

139211 4 4(0.7) 54.33-54.45 B, D

16p11.1g12.1 20 20 (3.6) 35.06-50.12 D, G VPS35 SHCBP1 ORC6L MYLK3 GPT2 DNAJA2
NETO2 ITFG1 PHKB ABCC12 ABCC11 LONP2 SIAH1
LONP N4BP1 CBLN1 HEATR3

16921 24 23 (4.1) 1) 57.56-58.96 B, D, G GPR114 GPR56 GPR97 CCDC135 KIFC3 CNGB1
TEPP MMP15 CSNK2A2 GINS3 NDRG4 SETD6
CNOT1 GOT2

16921 26 24 (4.3) 2 (4) 62.51-63.81 D, G,J

16922.3 25 22 (4) 3 (6) 70.76-71.46 D, G J VAC14 HYDIN FTSJD1 CALB2

16922.3923.1 26 26 (4.7) 73.30-73.57 G H,J BC042734

16924.1 24 23 (4.1) 1(2) 83.37-85.07 D, G J CDH13 HSBP1 MLYCD OSGINT NECAB2 MBTPS1
HSDL1 LRRC50 TAF1C ADAD2 KCNG4 USP10

16g24.3 26 26 (4.7) 87.30-87.37 G, J K FBXO31

17p13.2p13.1 22 16 (2.9) 6 (12) 4.01-8.20 A D,)J TP53 NLRP1 NUP88 C1QBP XAF1 and more than
30 genes

17p12p11.2 7 5 (0.9 2 (4) 14.74-19.35 A D E

17p11.2 4 3(0.5) 1(2) 20.02-21.45 C, D E

17911.2 44 39 (7.1) 5 (10) 26.49-27.52 A D EG, NF1 EVI2A EVI2A

H, J, K

17921.33 4 2(0.3) 2 (4) 44.98-45.43 D, E

17921.33 3 3(0.5) 46.22-47.56 D, E

17925.1925.3 2 2 (0.3) 69.43-73.16 D

18p11.32p11.31 14 12 (2.1) 2 (4) 1-4.62 D, G,J C180orf2 METTL4 NDC80 SMCHD1 EMILIN2
LPIN2 MYOM1 MYL12B TGIF1 DLGAP1

18p11.23 17 16 (2.9) 1) 7.42-7.58 G H,J PTPRM

18p11.22p11.21 5 4 (0.7) 1(2) 9.03-13.81 D, H

18q11.2 9 8 (1.4) 1(2) 18.1-22.05 D, G

18911.29q12.2 21 18 (3.2) 3 (6) 21.74-33.13 D, G K CABYR OSBPL1A IMPACT HRH4 ZNF521 SS18
PSMA8 TAF4B CDH2 DSC3 DSC1 DSC2 DSG4
DSG3 DSG2 TTR RNF125 DTNA MAPRE2
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-3p

Two MCR were found. The most telomeric one on 3p21.3 was a
5.18 Mb recurrent loss covering more than 40 genes. It was found
in p-AML (table 6, figure 1) but also in t-AML (tables 8 and 9).

A more centromeric 10Mb loss was found exclusively in t-AML.
Both patients in the present work contributing to this MCR had
been treated with RT and 5FU. PROKZ2, a prokineticin 2 isoform
A precursor, is highly expressed in bone marrow [35] and could
have chemokine-like activity [36]. Another gene, the SHQ]
homolog, expressed in CD34 cells has been purported to be
required for the assembly of H/ACA small nucleolar and
telomerase RNPs [35,37].

—4q

A specific loss in p-AML was found in 4q24 (table 8) including
TET?2, a tumor suppressor gene described in myeloid cancers [38].

A small loss of 4q31.2, exclusively in 8% of t-AML (tables 7 and
8) was found to delete the 5" half of SMADI. This protein
mediates the signals of bone morphogenetic proteins (BMPs),
which are involved in a range of biological activities including cell
growth, apoptosis, morphogenesis, development and immune
responses. It is expressed in BM cells (UCSC).

—5q

The 5g- region was fragmented in more than twelve groups. In
p-AML, the most frequent regions were comprised between 86.54
and 114.14 Mb, with proximal and distal “spreading”. This
region contains the RASAI gene which exhibits tumor suppressor
activity on the RAS gene. RASAI has been reported to be a CNA
in breast cancers and a putative tumor suppressor gene [39].
PCSK1 may be implicated in malignancy [40]. APC and MCC
genes are implicated in colorectal cancer. The more proximal area
contains the AML/MDS region that Evers considered as a 5.2 Mb
MCR [41].

Two MCR were observed in more than 10% of t-AML (table 8).
Both were proximal to the previously reported 7.7 Mb 5q33.3
region [41]. The first MCR was located on 5q31 and was smaller
than 1Mb. It contained several genes of interest such as CDKL3,
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Table 8. Cont.

Chromosome All  p (%) t (%) consensus MCR References Genes

abnormalities location in Mb

18921.1 21 20 (3.6) 1(2) 43.39-46.37 D, EGK HAUS1 LOXHD1 PIAS2 SMAD2

18921.2 22 20(36) 2 (4 50.21-51.05 D, EGK RAB27B CCDC68

18921.32 22 20(3.6) 24 55.08-55.51 D, EGJ K ONECUT2 FECH NARS ATP8B1

18q22.3 23 22(4.0) 1(2) 69.06-69.18 D, EGK

18922.3923 4 2 (0.3) 2 (4) 71.06-71.76 E G,J FBXO15

19p13.3 3 2 (0.3) 1(2) 0.21-1.81 A D

19913.2q13.43 2 2 (0.3) 46.16-63.43 C D

20911.2q13.1 2 2 (0.3) 34.59-43.45 E more than 30 genes

20q13.1913.3 2 2 (0.3) 43.85-55.73 E more than 30 genes

21g22.12 1 7(1.2) 4(8) 35.11-35.15 A D, K RUNX1

219223 3 3 (0.5) 44.70-45.09 D

The first column lists the chromosomal losses and gains. The second lists the absolute number of each rearrangement (excluding a single rearrangement). The third and
the fourth are the absolute numbers in p-AML and t-AML respectively and the percentage is indicated between parenthesis. The chromosomal location is listed. The
references are indicated by letters: A [32], B [33], C [34], D [18], E [19], F [28], G [29], H [30], | [31], J [20], K present work. The last column lists the genes included in those
gﬂciﬁ.m371/journa|.pone.0016623.t008

an important regulator of cell cycle progression, UBE2B that is
required for post-replicative DNA damage repair, and the helicase
DDX46 which is highly transcribed in bone marrow.

The second 5.22 Mb MCR in 5q31.3q32, was delineated by the
present work (table 6). Among the 29 genes it harbored, several are
overexpressed in bone [35]. PRELID2 codes for a protein
containing a PRELI/MSF domain. It is an evolutionary conserved
gene [42,43]. TCERG] is a transcription factor that binds RNA
polymerase II, inhibits the elongation of transcripts from target
promoters and regulates transcription elongation in a TATA box-
dependent manner. LARS encodes a cytosolic leucine-tRNA
synthetase, a member of the class I aminoacyl-tRNA synthetase
family. FBXO38 is a F-box protein 38 isoform A that is
overexpressed in early erythroid cells. FBXO32, a family member
of these cells, is a PRC2-targeted gene [44]. POU4F3, a POU class
4 homeobox 3 is a member of the POU-domain family of
transcription factors that is not expressed in bone marrow but in
monocytes. Furthermore, another member of the POU gene
family, POU4F1, has been recently described to be associated with
AML exhibiting (8;21) [45]. RBM27 is a zinc finger RNA-binding
protein member of the family that includes RBM15, alias OTT,
which is involved in the regulation of hematopoietic stem cells and
is fused with MKLI in the t(1;22) of AML7 and plays a major role
in the pathogenesis of this disease [46].

Finding different MCR with a maximum frequency in p-AML
and in t-AML suggests different oncogenesis pathways on this
chromosome.

7p MCR

A 90kb MCR in 7p22.2 (table 6 and 8) had deleted he CARD
11 gene in t-AML. The CARD domains of this caspase have been
shown to activate NF-kappaB and to induce the phosphorylation
of BCL10 when expressed in CD34+ cells [47]. CARD 11, via the
immune cell restricted complex CARD11-BCL10-MALT1, [48] is
implicated in lymphoma.

In three t-AML cases, a gain of 7p15 concerned the homeogene
cluster of HOXA6, HOXA7, HOXA9 and HOXAI10 (Table 6).
This area has not been described as a CNV [7]. The HOXA
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Chromosome All p (%) t (%) consensus MCR References Genes

abnormalities location in Mb

GAINS

1921.3g22 4 3 (0.5) 12 153.19-154.64 C, D, K S100A8 S100A9 ST00A13 S100A6 SNAPIN ILF2
NPR1 INTS3 VLCS-3 GATAD2B TORC2 CREB3L4
TPM3 HAX1 IL6R SHE UBE2Q1 ADAR CHRNB2

1932.1 3 2 (0.3) 1(2) 204.98-205.04 D

1932.1q44 6 5 (0.9) 1(2.7) 235.00-235.10 A, B, K BC016972 ?

30926.3929 2 2(0.3) 182.99-133.31 E more than 30 genes

4p13q12 2 2(0.3) 42.30-58.23 B, D

4q12q13.1 2 2(03) 59.13-62.98 B, D

4q28.3 2 2 (0.3) 132.8-136.7 B, G

5p13.2q11.1 2 1(0.2) 1(2) 37.98-50.15 A, D

5911.2 3 2 (0.3) 1) 51.21-54.12 A, D

6q11.2q12 8 8 (1.4) 63.43-63.7 A G

6927 3 2 (0.3) 1(2) 168.12-168.32 D, K MLLT4 avoir table 6

7p15.2 4 4 (8) 27.15-27.18 K HOX genes

8q24.3 16 12 (2.1) 4(8) 143.73-143.90 B,D, G| J K JRK PSCA LY6K C8orf55 LYPD2 SLURP1 LYNX1
LYeD

9p21.3 2 2 (0.3) 215-234 F,. G

99139213 2 2(0.3) 70.23-83.52 E FXN APBA1 TJP2 SMC5 TRPM3 GDA TCM1
ANXA1
RARB RFK GNA14 TLE4 TLE1

11912.1914.1 16 16 (2.9) 59.1-79.6 G more than 50 genes

11q14.1 5 5 (0.9) 79.6-81.3 D, G

11924.2924.3 31 31 (5.6) 126.53-130.23 D, EG)J KIRREL3 ETS1 FLI1 C110rf45 TP53AIP1 RICS
BARX2 NFRKB PRDM10 APLP2 ST14 ZBTB44

12p13.33p11.21 13 13 (2.3) 0.1-32.7 E G no gene

13912.11q13.1 3 3 (0.5) 19.9-31.7 G

13931.3 2 2(0.3) 90.45-90.97 E GPC5

15921.1 3 3 (0.5) 46.52-47.36 B,D, E

15921.3922.1 3 3 (0.5) 55.6-56.6 B, EF

15923 5 5 (0.9) 67.44-68.37 B, EJ SMAD3 AAGAB MAP2K5 LBXCOR1 PIAS1

15926.926.3 6 6 (1) 92.5-100.0 CEG

17912 6 4 (0.7) 2 (4) 32.82-33.20 C, D EJ TMEM132E

17921.2921.31 5 3 (0.5) 2 (4) 37.08-38.48 D, EJ FBXO47 PLXDC1 FBXL20 MED1 CRKRS TCAP
PGAP3 ERBB2 GRB7 IKZF3 GSDMB ORMDL3
PSMD3 CSF3 MED24 THRAP4 NR1D1 MSL1
CASC3
WIPF2 CDC6 RARA

19p13.3p13.12 13 13 (2.3) 2.19-14.11 D, G,

19p13.12p13.11 13 13 (2.3) 16.0-16.15 F, G, J

19913.31 2 2(0.3) 49.2-49.9 D, F

19q13.41 2 2 (0.3) 58.3-59.1 D, G

20911.1911.21 3 3 (0.5) 28.2-30.5 E G

21921.1 2 2 (0.3) 14.29-17.97 K LIPI ABCC13 RBM11 HSPA13 SAMSN1 NRIP1
USP25 C210rf34 CXADR BTG3
miR-99a miR-125b-2 hsa-let-7¢

21922.2 18 18 (3.2) 38.65-38.85 ¢ DG JK ERG ETS2

21922.3q 4 4 (0.7) 45.09-46.91 D, K RRP1B PDXK RRP1 CSTB AGPAT3 TRAPPC10

February 2011 | Volume 6 | Issue 2 | e16623



Table 9. Cont.

t-AML and p-AML aCGH

Chromosome All p (%) t (%) consensus MCR References Genes

abnormalities location in Mb

GAINS
TMEM1 PWP2 C210rf33 ICOSLG DNMT3L AIRE
PFKL TRPM2 LRRC3 UBE2G2 SUMO3 PTTGI1IP
PBF
ITGB2 ADARB1 COL18A1

22912.3 13 12 (2.1) 1) 33.90-35.32 D, G LARGE

22q13.1913.2 14 13 (2.3) 1(2) 36.78-42.24 D, G more than 30 genes

22q13.31q13.32 11 10 (1.8) 1(2) 44.92-48.08 D, G PRR5 ARHGAP8 PHF21B NUP50 UPK3A SMC1B

ATXN10 WNT7B GTSET GRAMD4

MCR.
doi:10.1371/journal.pone.0016623.t009

family of genes encode HOX family transcription factors, which
play an important role in the development of body segmentation
and in the survival of hematopoietic stem cells. HOXAG is directly
implicated in the process of hematopoietic progenitor cell
development. HOXAY, that can be fused with NUP98 in some
AML [49], is fundamentally involved in the AML process in
transgenic mice [50,51,52].

These genes belong to the HOXA5-11 cluster and are expressed
throughout the CD34+ compartment [53,54]. The CD34+ level
becomes important in AML due to the immature status of blastic cells.

As overexpression of Abd-B HOXA genes has been demonstrat-
ed in AML with a rearranged MLL [55], the gain of the HOXA
cluster could be expected in case t-19 which had a t(9;11). The other
t(v;MLL) did not exhibit this gain. The other two patients with such
a gain (cases t-17 and t-14) had a t(15;17) and a +8 respectively.
They were cytologically and cytogenetically different and had wild
type MLL. The HOX gain was not detected in p-AML.

-7q

On 7q, the 11 MCR with a specificity for t-AML or p-AML were
interlaced. Three MCR were reported in more than 10% of t-AML
(table 8). The first one is 7q21.1 with a small region potentially
implicating PFTK1, a member of a protein kinase family whose gain
was recently shown to be involved in hepatocellular carcinoma cells.

The most frequent MCR in t-AML was 7q21.3q22.1 (tables 6
and 8). The number of genes present in this almost 3 Mb-long
MCR prohibited extensive reviewing.

Three miRNA, mir-25, mir-93 and mir-106b were present in this
deleted region (table 6 and table 8), regulating numerous genes. The
miR-106b~25 cluster cooperates with its host gene MCM?7 in
cellular transformation both i wvitro and in wvivo, so that the
concomitant overexpression of MCM?7 and the miRNA cluster
triggers prostatic intraepithelial neoplasia in transgenic mice [56].
MCMY7 can be associated with CDK4 that may regulate the binding
of this protein to the tumor suppressor protein RB1/RB. Among 30
genes, BRI3 appears to be overexpressed in BM-CD33+ cells. It
seems to play a key role in TNF-induced cell death [57].

A defect in DNA repair was reported in TRRAP-deficient cells
[58].

In 7q33934, a 1.74Mb MCR had a low ratio in a patient (t-2),
implying a probable double deletion, while the remaining ratio
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The first column lists the chromosomal losses and gains. The second lists the absolute number of each rearrangement (excluding a single rearrangement). The third and
the fourth are the absolute numbers in p-AML and t-AML respectively and the percentage is indicated between parenthesis. The chromosomal location is listed. The
references are indicated by letters: A [32], B [33], C [34], D [18], E [19], F [28], G [29], H [30], I [31], J [20], K present work. The last column lists the genes included in those

could have been due to the few normal cells. This MCR was the
third in t-AML. It contained miRNA-490 which was probably
regulating fewer than a hundred genes, with a maximum context
score for the FOS gene. Among several genes (table 6), CREB3L2
was overexpressed in BM-CD34+ cells. It is a DNA binding and
basic leucine zipper dimerization (bZIP) transcription factor. It
was reportedly fused with FUS in fibrosarcomas [59] via a
(7;16)(q34;p11) and with PPAR gamma in a subset of thyroid
carcinoma via a t(3;7)(p25;q34) [60].

In our series of p-AML, a large 43 Mb MCR was situated
between 7g31.3 and the telomere (table 6). Table 8 allowed us to
divide this region into 5 smaller MCR that seemed to be different
from those of t-AML. The only exception was the previously
identified 7q33q34 MCR that was the only MCR common to t-
AML and p-AML in the loss of 7q.

The most centromeric p-AML-specific deletion was a 2.2Mb
MCR on 7g31.3. Among the 10 genes in the region, only WASL is
reported to potentially play a role in the microthrombocytopenia,
the characteristic sign of Wiskott-Aldrich syndrome [61].

The 7q34 MCR was the most frequent and the most specific in
p-AML. It contains 5 genes (table 8) that are not obviously
involved in malignancy and some (e.g. PARP12) are poorly known
but all are more or less strongly expressed in CD33 myeloid cells.

They were located between 7q31.3 and 7q36.2. Obviously,
there are too many genes in those 5 MCRs, but PTPRZ1, MLL3
and XRCC2 could be candidate leukemogenic genes.

+8q24.3

A gain of 170 Kb located on 8q24.3 was selected as a MCR
from two cases in the present group of t-AML (Figure 1). This
MCR was confirmed in other series (table 9), frequently in t-AML
(8%) and less frequently in p-AML (2.1%). This finding is
consistent with the +8q22qter MCR being the “drive” genes of
trisomy 8 which can be observed in some t(8;21) AML [62]. This
MCR was telomeric to the MYC and TRIBI genes [63]. PSCA,
implicated in prostate cancer and C8orfd>5, the “mesenchymal
stem cell protein DSCD75” which plays a role in bone marrow
cell interactions, could not be excluded. However JRK, which is
moderately overexpressed in BM-CD34+ cells [6] encodes a
putative DNA-binding protein [64] and exhibits homology with
the CENP-B (centromere-binding protein B).
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+11924.2924.3

Although no such result was found in our study, 5.6% of the p-
AML in other series clearly showed gains or amplifications of this
region that contains ETS1 and FLI1 genes. They are members of
the ETS gene family that includes genes playing important roles in
regulating hematopoiesis, proliferation, differentiation and apop-

tosis. Interestingly, these gains were found in cases presenting gains
of the ETS2 and ERG genes (see below, the +21q22 paragraph).

—12p13

A 1.48Mb loss was defined as a MCR from three t-AML cases
in the present report. The same area is recurrently lost in both
types of AML (table 7, table 8). Among 17 genes, the 5 part of
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ired isodisomy. Patient t-11 had the smallest deletion (40Kb) that was

ETV6 was lost. This ET'S family transcription factor is a multi-
partner gene with almost 28 different fusion genes via reciprocal
translocations. It is implicated in multiple myeloid malignancies
such as MDS and AML, but also in lymphoid malignancies and in
fibrosarcomas [49]. CDKNIB encodes a cyclin-dependent kinase
inhibitor. These two genes are considered as having tumor
suppressor activity.

—17p13.2p13.1

Although no deletion of this region was found in our series,
several reports claimed a loss of this MCR in 12% of t-AML and
3% of p-AML. This region, among several genes, exhibits loss of
the TP53 tumor suppressor gene [49].
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doi:10.1371/journal.pone.0016623.g003

—17911.2

This MCR, that we found in a single case of t-AML (table 7), 1s
the most frequent loss of the table 8 with 7.1% of in p-AML and
10% of'in t-AML. This MCR contains the NF1 tumour suppressor
gene NF1 which encodes neurofibromin, a GTPase-activating
protein that negatively regulates RAS signaling by stimulating
hydrolysis of Ras-GTP. Loss of NF1 can lead to a progressive
myeloproliferative disorder in animal models [65] and in Juvenile
myelomonocytic leukemia. Parkin [19] concluded that NF1 null
states were present in 7% of AML. This important point
confirmed that additional events were are required.

—18

Loss of different parts of chromosome 18 were highly recurrent
in p-AML (table 8). In our series, we found a single p-AML with a
2.06 Mb deletion that had an equivalent MCR in table 8 which
contains RAB27B and CCDC68 genes.

—21922.12

This 40kb small MCR contains RUNXI that was lost in 4 t-
AML cases in the present series. Two patients had lost their two
alleles either through double losses or deletion and DI171N
mutation. This mutation has been claimed to result in the
proliferation of immature myeloid cells, an enhanced capacity
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for self-renewal, and the proliferation of primitive progenitors
[66].

Patient t-29 had a normal karyotype [32] and a 310kb deletion
that deleted most of the gene in a radiotherapy-induced leukemia
[67].

Three deleted cases were exposed to multi-agent chemotherapy
with alkylating agents. They exhibited a 7q-/-7 as previously
reported [68] as well as patient t-12 that had a balanced
abnormality involving RUNXI, only detected by classical
karyotype. It has been suggested that the mutation of RUNXI1
and gene losses localized on 7q could cooperate in leukemogenesis
and predispose to leukemic transformation into t-AML following
alkylating agents (figure 2). In table 8, seven other cases were
observed in p-AML.

RUNXI1, the subunit alpha of the Core Binding Factor (CBF), a
heterodimeric transcription factor, plays a key role in the
regulation of hematopoietic stem cell proliferation and differen-
tiation. It is one of the most frequent targets of chromosome
translocations via nearly forty different partners [49] in various
forms of leukemia.

A germline mono-allelic mutation or deletion of RUNX1 [69]
has been described in FPD (Familial Platelet Dysfunction) disease.
A second mutation may appear at the AML stage, mostly with an
MO type in the FAB classification [70].
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Point mutations of RUNXI have been described in radiation-
induced MDS [67] or in therapy-induced transformation of
myeloproliferative neoplasia [66].

Haploinsufficiency of RUNXI leads to the loss of function of
this gene (probably a tumor suppressor function). In the case of t-
AML, the various point mutations are localized at the N-terminal,
the DNA binding site [68].

+21q22

Distal 21qll.2qter polysomy was observed in three cases
(table 6), two of which exhibited amplifications of this region in
the context of a complex karyotype [21].

The first amplicon (table 5 and 6) from 14.29 to 17.97Mb
harbored a cluster of miR-99a, miR-125b-2 and hsa-let-7¢, each of
which is predicted to regulate several hundred genes. Several of
the genes in this amplicon (table 6) were overexpressed [35] in
BM-CD34+ cells. SAMSNI, a hematopoietic adaptor was found
to contain the SH3 and SAM domains 1, HSP13, BTG3 and
NRIPI. This region was reported to be amplified by BAC aCGH
in a series of patients with complex karyotypes [71] which showed
that NRIP1 and SAMSNI genes were up-regulated compared
with their status in patients with normal karyotypes. The same
area from LIP1 to miR-125b-2 is reported to be homozygously
deleted in the Non-Small Cell Lung Cancer cell line Calu-6 [72].

The 1Mb-long second amplicon, observed in cases p-21 and p-
24 was found to occur frequently in p-AML (table 9) and most of
the cases also exhibited a gain of ETSI. It contained ERG and
ETS2 genes. These two ETS transcription factor gene family
members were overexpressed in BM-CD34+ cells. ERG can be
fused with several genes in prostate cancer [73], in Ewing tumors
[74] and in leukemias with a t(16;21)(p11;q22) and an FUS-ERG
fusion [49]. It has been claimed that ERG is a megakaryocytic
oncogene [75] together with ETS2 [76].

References

1. Godley LA, Larson RA (2008) Therapy-related myeloid leukemia. Semin Oncol
35: 418-429.

2. Leone G, Pagano L, Ben-Yehuda D, Voso MT (2007) Therapy-related
leukemia and myelodysplasia: susceptibility and incidence. Haematologica 92:
1389-1398.

3. Pedersen-Bjergaard J, Andersen MT, Andersen MK (2007) Genetic pathways in
the pathogenesis of therapy-related myelodysplasia and acute myeloid leukemia.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. pp 392-397.

4. Pedersen-Bjergaard J, Andersen MK, Andersen MT, Christiansen DH (2008)
Genetics of therapy-related myelodysplasia and acute myeloid leukemia.
Leukemia 22: 240-248.

. Toujani S, Dessen P, Ithzar N, Danglot G, Richon C, et al. (2009) High
resolution genome-wide analysis of chromosomal alterations in Burkitt’s
lymphoma. PLoS One 4: ¢7089.

6. Zhu ], Sanborn JZ, Benz S, Szeto C, Hsu F, et al. (2009) The UCSC Cancer

Genomics Browser. Nat Methods 6: 239-240.

7. lafrate AJ, Feuk L, Rivera MN, Listewnik ML, Donahoe PK, et al. (2004)
Detection of large-scale variation in the human genome. Nat Genet 36:
949-951.

8. Redon R, Ishikawa S, Fitch KR, Feuk L, Perry GH, et al. (2006) Global
variation in copy number in the human genome. Nature 444: 444-454.

9. Wong KK, deLecuw RJ, Dosanjh NS, Kimm LR, Cheng Z, et al. (2007) A
comprehensive analysis of common copy-number variations in the human
genome. Am J] Hum Genet 80: 91-104.

. Skjelbred CF, Saebo M, Hjartaker A, Grotmol T, Hansteen IL, et al. (2007)
Meat, vegetables and genetic polymorphisms and the risk of colorectal
carcinomas and adenomas. BMC Cancer 7: 228.

. Suzen HS, Guvenc G, Turanli M, Comert E, Duydu Y, et al. (2007) The role of
GSTMI and GSTT1 polymorphisms in head and neck cancer risk. Oncol Res
16: 423-429.

. Sreeja L, Syamala V, Hariharan S, Syamala VS, Raveendran PB, et al. (2008)
Glutathione S-transferase M1, T1 and P1 polymorphisms: susceptibility and
outcome in lung cancer patients. ] Exp Ther Oncol 7: 73-85.

. Lin C-H, Li L-H, Ho S-F, Chuang T-P, Wu J-Y, et al. (2008) A large-scale
survey of genetic copy number variations among Han Chinese residing in
Taiwan. BMC Genetics 9: 92.

wr

@ PLoS ONE | www.plosone.org

21

t-AML and p-AML aCGH

ERG and ETS2 were amplified in p-AML with complex
karyotypes (figure 3) and ETS2 overexpression was highly
correlated with the amplification, unlike ERG [71,77]. The
preliminary results of a transcriptome study of case p-21 are in
agreement with these findings. The RUNXI region was not
amplified in p-AML in our small sample.

Conclusion

High resolution cytogenomics obtained by aCGH and similar
techniques already published allowed us to characterize numerous
untargeted non random chromosome abnormalities. This work
supports the hypothesis that they can be classified into several
categories: abnormalities common to all AML (e.g. 8q24.3 gain or
17q11.2 deletion involving NF1); those more frequently found in t-
AML (e.g. 7q21 or 7q33 deletions or even the specific gain of
HOX genes); and those specifically found in p-AML (e.g. loss of
the 139 to 1528 Mb of 7q, 11q24 gain or 21q22 with
amplifications of ERG and ETS2).

The genes involved in AML MCRs are often very well known in
leukemogenesis but many others need to be explored.
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RESUME
Le cancer est désormais considéré comme une maladie génomique de la cellule. Les moyens
d’étude de I’oncogénome étaient basés sur les différentes modalités du caryotype, peu résolutif.
L’application des techniques de micromatrices d’oligonucléotides, notamment ’aCGH, a permis une
avancée majeure dans la caractérisation des génomes des cancers.

La premicre partie de notre travail a porté sur les lymphomes de Burkitt (LB), caractérisés par
une translocation entre un géne d'immunoglobuline et MYC. L’étude portait sur 12 tumeurs primaires
et 15 lignées cellulaires. L’aCGH (44K et 244K), concordait avec les cytogénétiques morphologique
et moléculaire (FISH) sauf pour les translocations. Plus de la moitié des variations du nombre de
copies (<2Mb) étaient des polymorphismes (CNV). Les anomalies pathologiques (CNA) (n=136)
intéressaient les régions suivantes : gains 1q, 13q, 7q, 8q, 2p, 11q et 15q ; pertes 3p, 4p, 4q, 9p, 6p,
17p, 6q, 11pterpl3 et 14q12q21.3. Vingt régions minimales critiques (MCR) d’une taille varie entre
0.07-71.36 Mb, étaient délimitées. Trois MCR étaient identifiées sur le 1q: 1q21.1g25.2, 1q32.1 et
1q44. La région proximale de 1q21.1g25.2 était le siége d’une amplification, contenant entre autres
les génes BCA2, PIAS, BCL9. L’étude par transcriptome, sur 15 lignées, a démontré Ia
surexpression uniquement de BCL9, remanié¢ dans les LAL B et faisant partie de la voie de
signalisation de MYC. Sur la région 11g23.1, le gain intéressait le géne POU2AF1 dont le messager
¢tait élevé. La MCR 13q31.3q32.1 était le siége d’une amplification contenant ABCC4, et le
polycistron miR17-92. La corrélation des résultats d’aCGH a ceux du transcriptome et du mirnome
ont démontré une surexpression du miR17-92 qui contréle le développement des lymphocytes B et
intervient dans la voie de signalisation de MYC. Sur le 9p21.3, la perte emportait le locus
pl6™**/p15™ B Le transcriptome avait démontré une sous expression de pl15™“**. Le locus
p16™*/p15™ 4B controle les 2 voies majeures, pRB et p53.

La seconde partie de notre travail a consisté a étudier 17 tumeurs congelées de carcinomes
adénoides kystiques (CAK) par aCGH 44K. Les CNA étaient validées par FISH et/ou MLPA.
L’expression protéique était étudiée par immunohistochimie. Les pertes excédaient les gains (41
versus 24). La t(6;9)(q23;p22) récurrente dans les CAK était indétectable car équilibrée. Dans un
seul cas, le der(6)t(6;9) est probablement présent sur le profil aCGH. Les MCR les plus fréquentes (-
6922 et -6g24) n’incluaient pas 6q23. Treize MCR étaient identifiées. La MCR délétée en 8q
impliquait le miR-124A2 qui régule les geénes CDK6 et MMP2. Sur le 9p21.3, le locus
pl6™F 44 /p15™NK4B ¢tait de nouveau perdu. Des gains isolés étaient observés au niveau des locus
CCNDI, KIT/PDGFRA/KDR, MDM?2 et JAK2. Le géne MDM?2, qui était amplifié sous forme de
double minutes, est un élément clé de ’axe pl 6™ **-ARF-p53.

Pour la troisiéme partie de notre travail nous avons étudié 60 tumeurs primaires
d’adénocarcinomes pulmonaires (AD) de non fumeur par aCGH (244K). Dans 50/60 tumeurs, le
nombre de MCR était de 14. Cinqg MCR contenaient un seul géne (MOCS2, NSUN3, KHDRBS2,
SNTGI et ST18). Une MCR gagnée, 5935, contenait le gene NSD/. Une amplification, sous forme de
HSR et mise en évidence par FISH, intéressait I’oncogeéne FUS. Une PCR quantitative avait permis
de confirmer la surexpression FUS. A notre connaissance, c’est la premicre étude qui incrimine le
gene FUS dans la carcinogenése de I’AD du non-fumeur. D’autres genes étaient également
impliqués : ARNT, BCL9, CDK4, p15™*** EGFR, ERBB2, MDM2, MDM4, MET, MYC, NKX2-1 et
KRAS. Un clustering non supervisé avait permis de dégager un groupe avec un gain de MYC ; un
autre groupe caractérisé par la perte des genes suppresseurs RB et WRN et un dernier groupe
caractérisé par un gain 7p et 7q, et présentait une fréquence élevée de mutations de I’EGFR. Dans
10/60, le nombre de CNA était trés rare et aucune MCR n’était détectée. Par FISH, des anomalies du
gene ALK, probablement secondaire a une inversion inv(2)(p21p23), ont été mises en évidence dans
3/10 tumeurs dans un travail ultérieur.

L’a CGH est un outil puissant qui permet 1’étude de 1’oncogénome, quoiqu’il soit incapable de
déceler les anomalies équilibrées. Cette étude a mis en exergue une hétérogénéité génétique intra et
inter tumorale. Les t(MYC;1G), t1(6;9)(q23; p23p24)/MYB-NFIB et les anomalies de I’EGFR sont
spécifiques des LB, CAK et AD respectivement. Ces anomalies constituent des marqueurs de
diagnostic. Les anomalies de MYC sont récurrentes dans les LB et au sein d’un sous-groupe d’AD
du non fumeur. Les anomalies du locus pl6™**/p15™**® et de 1’axe ARF-MDM2-p53 sont
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communes aux 3 types de tumeurs. Chacune de ces anomalies offre 1’opportunité d’une thérapie
personnalisée dans un avenir proche.
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Abstract

Much of our current understanding of cancer is based on the hypothesis that it is a genetic disease,
arising as a clone of cells that expand in an unregulated fashion because of somatically acquired
mutations. High-throughput tools for nucleic acid characterization, such as array comparative
genomic hybridization (aCGH), now provide the means to conduct comprehensive analyses of
somatic anomalies in the oncogenome.

In the first part of our work we have carried out a fine mapping of additional chromosomal
anomalies in Burkitt lymphoma (BL). The hallmark of this disease is the translocation t(MYC;IG).
We have applied whole-genome 244K and 44k oligonucléotides aCGH to 15 cells lines and 12
primary tumors of BL respectively. Karyotype and FISH analysis were used to validate aCGH
results. As expected, all translocations remained undetectable with aCGH. More than half of the
copy number alterations (CNAs) <2 Mb were mapped to Mendelian CNVs, including GSTT1, and
BIRC6. Somatic cell line-specific CNVs localized to the /G locus were consistently observed with
the 244 K aCGH platform. Among 136 CNAs, gains were found in 1q, 13q, 7q, 8q, 2p, 11q and
15q. Losses were found in 3p, 4p, 4q, 9p, 13q, 6p, 17p, 6q,11pterpl3 and 14q12q21.3. Twenty one
minimal critical regions (MCR), (range 0.04-71.36 Mb), were delineated in tumors and cell lines.
Three MCRs were localized to 1q: 1g21.1925.2, 1g32.1 et 1g44. The proximal one was mapped to
1921.1925.2 with a 6.3 Mb amplicon (19q21.19q21.3) harboring BCA2, BCL9 and PIAS3. Only
BCL9 high level transcrit was noted on oligonucleotide microarray gene expression that was done
on 15 cells lines. BCL9, was implicated in a LAL B translocation t(1;14)(q21;q32) and it is a
member of MYC pathway. The 13q31.3932.1, 89.58-96.81 Mb MCR contained an amplicon with
several genes. The miR-17-92 cluster, upregulated on mirnome analysis that was done on 15 cells
lines, is the gene driver of 13q MCR. The miR-17-92 cluster is a member of MYC pathway. The
9p21.3 MCR harbored p16™**/p15™® Jocus which is downregulated. MYC activates ARF,a
protein encodes by p16™**/p15™*® Jocus.

On the second part of our work, a 44k aCGH was applied on 17 frozen adenoid cystic
carcinoma (ACC) to delineate with a high resolution the CNA associated with ACC. aCGH results
were validated with FISH and/or MLPA. Protein expression was screened with
immunohistochemistry analysis. The translocation t(6;9)(q23;p23p24)/ MYB-NFIB recurrent in
ACC, was not detected with aCGH. In one case, the der(6)t(6;9) was suspected in the aCGH
pattern. There were recurrent gains at 7p15.2, 17q21-25, 22q11-13, and recurrent losses at 1p35,
6q22-25, 8q12-13, 9p21, 12q12-13, and 17p11-13. Thirteen MCR were detected. The recurrent
deletion at 8q12.3—13.1 contained miRN124A2 gene, whose product regulates MMP2 and CDKG6.
The 9p21.3 MCR harbored p16™**/p15™*** locus which was deleted. On 17p11p13, the MCR
contained several genes and TP53 was deleted in 2 cases. The MDM?2 gene, a member of p16™<*A-
ARF-p53 pathway, was amplified and overexpressed in one case. Among the other unique CNAs,
gains harbored CCND1, KIT/PDGFRA/KDR, and JAK?.

On the third part of this these, a high-resolution 244K aCGH was conducted on 60 frozen lung
adenocarcinoma (AD) of never smokers patients in order to establish a catalog of CNA. In 50/60
tumors, fourteen new MCR of gain or loss was noted. One larger MCR of gain contained
NSDI1.One focal amplification and nine gains contained FUS. NSDI and FUS are oncogenes
hitherto not known to be associated with lung cancer. FUS was over-expressed in 10 tumors with
gain of 16p11.2 compared to 30 tumors without that gain. A FUS hsr was observed with FISH
screening. FUS was over-expressed in 10 tumors with gain of 16p11.2 compared to 30 tumors
without that gain. Other cancer genes present in aberrations included ARNT, BCLY9, CDK4,
pl5™*  EGFR, ERBB2, MDM2, MDM4, MET, MYC, NKX2-1 and KRAS. Unsupervised
hierarchical clustering with adjustment for false-discovery rate revealed clusters differing by the
level and pattern of aberrations and displaying particular tumor characteristics. One cluster was
strongly associated with gain of MYC. Another cluster was characterized by extensive losses
containing tumor suppressor genes of which RB/ and WRN. Tumors in that cluster frequently
harbored a central scar-like fibrosis. A third cluster was associated with gains on 7p and 7q,
containing E7V1 and BRAF, and displayed the highest rate of EGFR mutations. SNP array analysis
validated copy-number aberrations and revealed that RB1 and WRN were altered by recurrent copy-
neutral loss of heterozygosity. In 10/60 tumors, the rate of CNA was very low, there were no MCR.
ALK gene abnormalities, probably second to inv(2)(p21p23), were detected by FISH in 3/10 tumors
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in an other report.

The tMYC;IG), t(6;9)(q23; p23p24)/MYB-NFIB and EGFR anomalies are specific for BL, ACC
and AD respectively. MYC abnormalities were common for BL and one group of lung AD of never
smoker. Anomalies of pI6™%*/p15™**® locus and ARF-MDM?2-p53 pathway are common for the 3
types of tumors. In conclusion, aCGH is a powerful method to study the oncogenome.
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